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Resumen 
 
Uno de los desafíos en la implementación del uso de nanopartículas metálicas como vehículos 
de proteínas es la falta de metodologías de formación de compuestos del tipo nanopartícula-
proteína que permitan mantener la actividad biológica de dichas biomoléculas. En esta 
investigación, se presenta una metodología para la síntesis de nanopartículas de plata, las cuales 
se caracterizan por su facilidad de síntesis, biocompatibilidad y su naturaleza antimicrobiana, 
a altas concentraciones y su interacción con una proteína estándar, la albúmina de suero bovino 
(BSA, del inglés bovine albumin serum), y con factor de crecimiento epidermal (EGF, del 
inglés epidermal growth factor), la cual es una proteína de interés para la regeneración de tejido 
epitelial. La interacción nanopartícula-proteína ha sido caracterizada mediante espectroscopía 
UV-Visible, espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, del inglés fourier-
transform infrared spectroscopy), dispersión dinámica de luz (DLS, del inglés dynamic light 
scattering), potencial zeta (ZP, del inglés zeta potential) y microscopía electrónica de 
transmisión (TEM, del inglés transmission electron microscopy). La evaluación de la actividad 
antibacterial fue evaluada en cultivos de Escherichia coli. Se demostró que con un tiempo de 
reacción de 20 minutos y una concentración inicial de 1.0 mM de nitrato de plata, AgNPs de 
33 mM con una baja distribución en longitud de onda máxima y absorbancia eran obtenidas. 
Además, bajo la metodología desarrollada una relación molar de 0.018 BSA:AgNPs fue 
encontrada óptima para una mayor interacción entre BSA nativo y las AgNPs. Por último, dicha 
metodología fue extrapolada para la interacción de AgNPs con 1000, 2500 y 4000 ng rh EGF, 
encontrando una mayor eficiencia de carga, mayor velocidad de liberación y una mayor 
estabilidad de la proteína usando 4000 ng rh EGF. Los ensayos antibacteriales mostraron que 
la actividad antibacterial se mantuvo en las AgNPs en interacción con rh EGF aunque en menor 






One of the challenges in the implementation of the use of metal nanoparticles as protein 
vehicles is the lack of methodologies for the formation of nanoparticle-protein-type compounds 
that allow maintaining the biological activity of said biomolecules. In this research, we present 
a methodology for the synthesis of silver nanoparticles, which are characterized by their ease 
of synthesis, biocompatibility and their antimicrobial nature, at high concentrations and their 
interaction with a standard protein (bovine serum albumin) and with epidermal growth factor 
which is a protein of interest for the regeneration of epithelial tissue. The nanoparticle-protein 
interaction has been characterized by UV-Vis spectroscopy, Fourier-transform infrared 
spectroscopy (FTIR), dynamic light scattering (DLS), zeta potential (ZP) and transmission 
electron microscopy (TEM). The evaluation of antibacterial activity was evaluated in 
Escherichia coli cultures. It was demonstrated that with a reaction time of 20 minutes and an 
initial concentration of 1.0 mM of silver nitrate, AgNPs of 33 mM with a low distribution in 
maximum wavelength and absorbance were obtained. In addition, under the methodology 
developed a molar ratio of 0.018 BSA: AgNPs was found optimal for a greater interaction 
between native BSA and the AgNPs. Finally, this methodology was successfully extrapolated 
for the interaction of AgNPs with 1000, 2500 and 4000 ng rh EGF, finding a higher loading 
efficiency, faster release rate and greater stability of the protein using 4000 ng rh EGF. 
Antibacterial tests showed that the antibacterial activity was maintained in the AgNPs in 






1.1.Nanotecnología en medicina regenerativa 
 La nanotecnología es la creación y utilización de materiales, dispositivos y 
sistemas a través del control de la materia a escala nanométrica (1-100 nm), es decir, a 
nivel de átomos, moléculas y estructuras supramoleculares, con el fin de aprovechar 
sus propiedades y funciones fundamentalmente nuevas resultantes de su tamaño 
nanométrico (Sahoo, Parveen & Panda, 2007). En las últimas dos décadas, los 
científicos han explotado activamente las notables características de esta tecnología 
para diversas aplicaciones biológicas y médicas conllevando al desarrollo de nuevas 
estrategias biomédicas (Zhang & Webster, 2009). Los enfoques nanoterapéuticos para 
la entrega de péptidos bioactivos en sistemas de regeneración de tejidos han sido 
desarrollados en la última década, concentrándose en la mejora de la estabilidad 
proteica logrando resultados significativos (Korrapati et al., 2016)(Mordorski, Rosen 
& Friedman, 2015). La mayor ventaja de las nanopartículas sobre otros tipos de 
vectores de transporte, es su relación superficie-volumen, esto otorga a las 
nanopartículas características únicas, por ejemplo, una alta probabilidad de interacción 
con el objetivo biológico y una penetración mejorada en el sitio de la herida. Como 
resultado, las nanopartículas tienen una capacidad para entregar una liberación 
sostenida y controlada de terapéuticos que resulta en un proceso regenerativo acelerado 
(Parani, Lokhande, Singh & Gaharwar, 2016). Otras de las ventajas indiscutibles que 
hacen resaltar el uso de las nanopartículas, es que permiten resolver algunos de los 
problemas inherentes al uso terapéutico de proteínas, como aumentar la estabilidad del 
péptido, resolver los trastornos inmunológicos, disminuir las alergias asociadas al 
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tratamiento y resolver la necesidad de repetidas administraciones (Li, 2015). A partir 
de esto, se ha desarrollado un número creciente de innovadoras nanoterapias en el 
campo de la cicatrización de heridas y hasta la fecha sigue siendo este un potencial 
campo de estudio. La Figura 1 muestra las diversas estrategias en la nanoescala para 
dirigir las diferentes fases en la reparación de heridas (Hamdan et al., 2017). 
 
 
Figura 1. Representación esquemática de las terapias basadas en la nanotecnología empleadas en la 





1.1.1. Tipos de nanopartículas como vectores de transporte  
Hay dos maneras principales para la clasificación de los nanomateriales 
utilizados en la cicatrización de heridas: mientras uno se enfoca en la relación 
nanomaterial/herida, el segundo se enfoca en la naturaleza y propiedades químicas 
intrínsecas al nanomaterial. En el primer caso, las nanopartículas pueden ser: (1) 
nanomateriales que exhiben propiedades intrínsecas beneficiosas para el tratamiento de 
la herida (donde resaltan las nanopartículas metálicas y poliméricas) y (2) 
nanomateriales empleados como vehículos de entrega para agentes terapéuticos 
(Hamdan et al., 2017). En el segundo caso, las nanopartículas pueden ser: 
nanopartículas de sílice mesoporosa, nanotubos de carbono, biomoléculas, 
nanopartículas metálicas y poliméricas (Li, 2015). Siendo las nanopartículas metálicas 
y poliméricas los más extensos, estos serán descritos en la presente sección. 
1.1.1.1.Nanopartículas metálicas  
Las nanopartículas de plata (AgNPs) y oro (AuNPs) constituyen las más prometedoras 
y exploradas herramientas en nanomedicina. Las nanopartículas de oro son de interés 
para la liberación de proteínas debido a su baja toxicidad, gran área superficial, fácil 
síntesis, capacidad de imagen celular y su fácil funcionalización que les permite lograr 
interesantes deberes en el campo de la ingeniería de tejidos y medicina regenerativa 
(TERM, del inglés Tissue Engineering and Regenerative Medicine) (Ghosh, Han, De, 
Kim & Rotello, 2008)(Sun et al., 2014). De hecho, la misión fundamental de AuNPs en 
TERM es actuar como una herramienta multimodal para mejorar las propiedades de las 
matrices o andamios (scaffolds, en inglés), la diferenciación celular y la entrega de 
factores de crecimiento (Figura 2) (Vial, Reis & Oliveira, 2016). La primera 
administración intracelular de proteínas utilizando AuNPs fue publicada por 
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Tkachenko et al. (2004), donde albúmina modificada con algunas proteínas fue 
absorbida sobre la superficie de AuNPs y fue entregada a citoplasma y núcleos de 




Figura 2. Esquema que representa la importancia de introducir AuNPs en el ámbito TERM.  
Tomado de Vial et al. (2016). 
 
Por otro lado, en la actualidad las AgNPs son clínicamente utilizadas para su aplicación 
tópica o impregnada en scaffolds, donde sus propiedades antimicrobianas (de las cuales 
se hablará más adelante) y antiinflamatorias ayudan a acelerar la reparación de la 
herida. Un estudio reciente ha demostrado que las nanopartículas de plata, cuando se 
impregnan en las nanofibras de celulosa bacteriana, aumentan la eficacia y reducen 
considerablemente la toxicidad (Chaudhury, Kumar, Kandasamy & RoyChoudhury, 
2014). Sin embargo, hasta ahora, el número de estudios in vivo/in vitro acerca de su 
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toxicidad, estabilidad de los péptidos funcionalizados y su comportamiento en el 
torrente sanguíneo ha sido limitado por lo que genera un área de explotación científica. 
Los posibles efectos citotóxicos que se han observado en diferentes líneas celulares in 
vitro incluyen la disminución de la función mitocondrial, la contracción celular y la 
forma irregular, así como la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS, del 
inglés reactive oxygen species). Se ha encontrado que la producción de ROS era 
dependiente del tamaño de partícula y su concentración. Teniendo en cuenta las 
propiedades antibacterianas efectivas de los AgNPs y el enorme interés en su aplicación 
como revestimientos para dispositivos médicos y en la terapia de heridas, su seguridad 
y biocompatibilidad debía ser clarificada, por lo que Rigo et al. (2013) corroboró con 
sus datos experimentales y un recopilado de publicaciones anteriores que el uso de 
apósitos basado en AgNPs para el tratamiento de heridas era seguro. 
1.1.1.2.Nanopartículas poliméricas 
Debido a la versatilidad y fácil control de las propiedades fisicoquímicas, las proteínas 
de conjugación con polímeros se han adaptado ampliamente para propósitos 
terapéuticos. Los polímeros pueden proteger las enzimas de interacciones no deseadas 
con el entorno, mejorar la estabilidad de la enzima, reducir la activación inmune y 
prolongar el tiempo de circulación. Los polímeros, particularmente catiónicos, pueden 
también facilitar la administración intracelular de proteínas. 
Los efectos de la administración de proteínas son altamente dependientes de las 
propiedades fisicoquímicas de los polímeros, tales como hidrofilicidad, longitud de 
cadena, arquitectura de cadena (es decir, lineal frente a ramificados) y la 
biocompatibilidad (Gauthier & Zhao, 2010). Los esfuerzos para desarrollar 
formulaciones basadas en ácido poli láctico-co-glicólico (PLGA, del inglés poly(lactic-
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co-glycolic acid)) (Figura 3) para la entrega de proteínas y péptidos se han intensificado 
en los últimos años, en parte debido a la aprobación de su uso biomédico dada por la 
Administración de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos (FDA, del inglés 
Food and Drug Administration). Los péptidos en general no pueden ser fácilmente 
administrados oralmente o a través de la piel, ya que éstas tienen semividas cortas in 
vivo. Por lo tanto, se administran principalmente vía intravenosa, lo cual requiere de 
inyecciones diarias que clínicamente indeseable debido a la incomodidad del paciente, 
el malestar psicológico y el cumplimiento deficiente con las autoinyecciones. 
 
 
Figura 3. Estructura química de polímeros comúnmente empleados en la fabricación de nanopartículas 
poliméricas: ácido poliglicólico (PGA), ácido poliláctico (PLA) 
y ácido poli(láctico-co-glicólico) (PLGA). 
 
Para reducir la frecuencia de las inyecciones, los fármacos proteínicos y peptídicos 
encapsulado en PLGA NPs se pueden administrar fácilmente a través de diversos 
métodos. Por ejemplo, la forma actual en el mercado para la entrega de pequeñas 
proteínas y péptidos en PLGA NPs han reducido las inyecciones múltiples a una vez 
cada tres meses (Mundargi, Babu, Rangaswamy, Patel & Aminabhavi, 2008). Durante 
este tiempo de incubación, las grandes proteínas globulares deben permanecer 
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encapsuladas a la temperatura fisiológica, lo que plantea retos importantes sobre la 
retención de su integridad estructural y la actividad biológica. Una lectura de la 
literatura indica que hay un menor número de publicaciones que se concentran en NPs 
cargados de péptidos/proteínas en comparación con micropartículas. La mayoría de los 
estudios se refieren a los polímeros de PLGA en PBS para la administración de 
proteínas, además la mayoría de las partículas se preparan en micrones y tamaños 
submicrónicos para experimentos in vivo, sin embargo, los datos de % eficiencia de 
encapsulamiento variaron dependiendo de la naturaleza de la proteína o péptido. Es 
evidente que las PLGA NPs son dispositivos apropiados para suministrar fármacos 
peptídicos, puesto que ahora se investigan continuamente para administración oral 
(Mundargi et al., 2008). Jung, Breitenbach y Kissel (2000) discuten el papel de los 
parámetros para la formulación de PLGA NPs tales como tamaño, carga superficial e 
hidrofobicidad, los cuales afectan la absorción intestinal de los péptidos; las NPs de 
tamaño más pequeño mostraron mayor captación que las más grandes, pero una 
combinación de carga superficial e hidrofilia polimérica es favorable para la liberación 
de péptidos. 
1.1.2. Síntesis de nanopartículas de plata  
En los últimos años, ha surgido una gran diversidad de métodos para la síntesis 
de nanopartículas metálicas, incluyendo varios tipos y sus variantes. Los métodos para 
la síntesis de las nanopartículas les proveen propiedades características que van desde 
su tamaño hasta sus propiedades superficiales, estas tienen un impacto frontal con la 
interacción con los péptidos y el cuidado de su estabilidad, por lo que es adecuado elegir 
métodos de síntesis adecuados y usando reactivos de la menor toxicidad posible. 
Mikhailovna, Amirkhanovich e Ivanovich (2016) sostiene que para los propósitos 
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específicos requeridos en el presente trabajo debemos limitarnos a la consideración de 
la síntesis química de nanopartículas en soluciones (coloides), la razón principal es que 
los efectos biológicos se estudian principalmente con soluciones de nanopartículas. 
Esta colección de métodos se muestra en la Figura 4. 
 
 
Figura 4. Métodos de síntesis química de nanopartículas metálicas en soluciones.  
Tomado de Mikhailovna et al. (2016). 
 
El esquema presentado comprende todos los métodos basados en la reducción de los 
iones metálicos en soluciones, estos difieren solo en el tipo de agente reductor y en el 
sistema utilizado para la síntesis. También se incluyeron métodos de preparación de 
nanopartículas en soluciones no acuosas, así como en micelas inversas. Teniendo en 
cuenta las diversas direcciones de síntesis que se puede tomar, se debe poner central 
atención en los principios de síntesis y los parámetros de las nanopartículas 
relacionadas con su aplicación en los estudios de efectos biológicos, lo cuales son: el 
tamaño de las nanopartículas, el grado de polidispersidad (anchura de la distribución 
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del tamaño), su forma, concentración y duración en solución. Como esquema general, 
la síntesis química se basa en la reducción de iones metálicos a átomos seguido por la 
agregación de átomos e iones con la formación de conglomerados y nanopartículas 
metálicas. La síntesis puede llevarse a cabo en soluciones miscibles, (acuosas y no 
acuosas), en soluciones inmiscibles (bifásicas) o incluso en sistemas trifásicos (micelas 
inversas). Los siguientes agentes reductores se utilizan con mayor frecuencia: (1) 
sustancias no orgánicas como hidrazina, borohidruro sódico e hipofosfito, (2) 
sustancias orgánicas como citratos, formaldehído, hidroquinona, ascórbico y glucosa, 
(3) electrones solvatados generados por la radiación ionizante, (4) fotoelectrones 
emergentes bajo exposición a la radiación UV o láser y (5) electrones generados en el 
cátodo durante la electrólisis de soluciones que contienen sales de los correspondientes 
metales.  
Los tipos de síntesis de acuerdo al tipo de agente reductor son: (1) síntesis puramente 
química, (2) síntesis química asistida por radiación, (3) síntesis fotoquímica y (4) 
síntesis electroquímica. En cada caso, los estabilizadores se utilizan para evitar la 
agregación de partículas y proporcionar el estado sostenible del sistema (Mikhailovna 
et al., 2016).  
Las reducciones usando citrato de sodio y borohidruro de sodio se han convertido en 
los métodos puramente químicos más importantes. 
a. Método de citrato de sodio, se utiliza para la preparación principalmente de 
nanopartículas de Au y Ag. Esta sal cuya estructura es mostrada en la Figura 5, actúa 
tanto como agente reductor como estabilizador, por lo que su concentración determina 
la velocidad de reducción, la cinética de crecimiento y la estabilidad de las 
nanopartículas. Los dos últimos están influenciados también por productos de 
 
10 
oxidación de citrato (dicarbonato de acetona y/o itaconato de sodio); las fórmulas 
estructurales de los ácidos correspondientes se dan en la Figura 6. 
 
 
Figura 5. Estructura química del citrato de sodio. 
 
 
Figura 6. Estructuras químicas del ácido itacónico y dicarbonato de acetona.  
Tomado de Mikhailovna et al. (2016). 
 
Este método se utiliza generalmente para la preparación de nanopartículas de oro, 
aunque no descarta su uso para nanopartículas de plata. La reacción de la reducción de 
los iones metálicos con el proceso de oxidación a dicarbonato de acetona es: 
2𝐴𝑢𝐶𝑙3(𝑎𝑐) + 3𝑁𝑎3𝐶6𝐻5𝑂7(𝑎𝑐)  →  2𝐴𝑢(𝑠) + 3𝑁𝑎2𝐶5𝐻4𝑂5(𝑎𝑐) + 3𝐶𝑂2(𝑔) + 3𝑁𝑎𝐶𝑙(𝑎𝑐) + 3𝐻𝐶𝑙(𝑎𝑐) 
(Ecuación 1) 12𝐴𝑔𝑁𝑂3(𝑎𝑐) + 14𝑁𝑎3𝐶6𝐻5𝑂7(𝑎𝑐)  →  12𝐴𝑔(𝑠) + 15𝑁𝑎2𝐶5𝐻4𝑂5(𝑎𝑐) + 9𝐶𝑂2(𝑔) + 12𝑁𝑎𝑁𝑂3(𝑎𝑐) + 5𝐻2𝑂(𝑙) 
(Ecuación 2) 
La síntesis de nanopartículas metálicas usando citrato de sodio tiene lugar a 100 °C para 
aumentar el poder reductor de la sal. El proceso de formación de nanopartículas está 
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fuertemente afectado por la relación de los iones metálicos a la concentración de agente 
reductor, el pH de la solución, el tiempo de ebullición y la velocidad de mezcla de los 
reactivos. Si la concentración de citrato es insuficiente para estabilizar los grupos que 
aparecen, el crecimiento de las partículas se produce por medio de la agregación, el 
tamaño de partícula es mayor y la distribución de tamaño es más ancha. La velocidad 
de mezcla de reactivos afecta la velocidad de formación de conglomerados y la de 
crecimiento de nanopartículas. La inyección rápida del agente reductor conduce a la 
formación extremadamente rápida de núcleos, seguido de su crecimiento más lento. 
Debido a la alta concentración de núcleos, la probabilidad de su agregación aumenta, y 
esto resulta en el mayor tamaño medio de las nanopartículas. En la inyección gradual 
de citrato disminuye la velocidad de reducción de los iones metálicos, los procesos de 
formación de núcleos y el crecimiento de las nanopartículas se desarrollan en paralelo, 
por lo que la probabilidad de agregación es menor y por ende también es menor el 
tamaño de las nanopartículas resultantes (Val'dner, Vdokimov & Mishina, 2010). El 
promedio del tamaño y grado de polidispersidad de la nanopartícula disminuye con el 
aumento del pH (en el rango de 4.5-6.5), presumiblemente debido al aumento de la 
densidad de carga negativa de la nanopartícula estabiliza mejor la protección del citrato 
impidiendo la agregación. La forma de las nanopartículas depende del pH, por ejemplo, 
a pH 4,5, se forman poliedros y elipsoides, a 5 <pH <6 predominantemente elipsoides, 
y pH 6,5-esféricas (Patungwasa, 2008). El método de citrato para la síntesis de 
nanopartículas de plata conllevan a una reducción más lenta y las nanopartículas están 
inclinadas a su agregación, sin embargo, su uso es menos toxico en comparación de 
otros reductores lo que le da una ventaja significativa. Por otro lado, también es 
conveniente el uso del citrato como estabilizante y buscar otros posibles agentes 
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reductores. La variación de la concentración de citrato, sal de plata y el pH conllevan 
al cambio de forma de las nanopartículas (Mikhailovna et al., 2016). Por ejemplo, la 
síntesis de AgNPs usando citrato a pH 9 y NaOH para regular el pH resulta en la 
formación de nanobarras/nanohilos que tienen un menor poder antibacterial que las 
nanopartículas esféricas formadas a pH 6. 
b. Método de borohidruro de sodio, se utiliza para la preparación de 
nanopartículas de muchos metales de transición y metales pesados, tales como Au, Ag, 
Cu, Pt, Rh, Pd, Fe, Co, Ni, Cd, Hg, Pb y otros. Su eficiencia de reducción aumenta con 
la disminución del pH como consecuencia de la hidrólisis de BH4
- con la formación de 
productos intermedios con propiedades reductoras más pronunciadas. La combinación 
de borohidruro de sodio con agentes estabilizantes puede dar la producción de 
nanopartículas pequeñas que se agregan lentamente con el cambio correspondiente en 
la posición máxima de absorción, por ejemplo, Pinto y Ferreira (2010) lograron la 
síntesis de nanopartículas esféricas monodispersas mediante diferentes relaciones [BH4
-
]/[Ag +] (con exceso de iones de plata) que fueron almacenados durante 1 año. El 
sistema se controló mediante mediciones de los espectros de absorción y se encontró 
que inicialmente las nanopartículas tenían un tamaño de 5 nm, este tamaño medio no 
sufrió cambios con la variación cuádruple de la relación de concentración en cuestión. 
Con el tiempo, se registró un aumento en la densidad óptica máxima y un 
desplazamiento al rojo de la banda de absorción, este último indicó el aumento en el 
tamaño de partícula. 
1.1.3. Poder antibacterial de las nanopartículas metálicas 
Hay una necesidad intrínseca de mantener el área de dañada con la menor 
exposición a microorganismos y evitar la formación de biopelículas o biofilms 
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bacterianos, que son comunidades bacterianas encerradas en una sustancia extracelular 
polimérica protectora. En este sentido, las nanopartículas juegan un papel fundamental 
en esta función. Las nanopartículas de plata son los más conocidas por su efecto 
antibacteriano, esto le da una ventaja al usarlo para la curación de heridas, ya que su 
uso es eficaz en contra de las bacterias que forman biofilms. Se ha demostrado que la 
formación de biofilms asociados a las heridas inducen a la apoptosis, liberación de ROS 
y citocinas inflamatorias en desmedida, contribuyendo a la inflamación crónica y a la 
inhibición de la re-epitelización. La eliminación de estos biofilms siempre ha sido un 
desafío terapéutico debido a su naturaleza resistente a terapias antimicrobianas 
convencionales (Hamdan et al., 2017)(Costerton, 1999). La interacción AgNPs - 
bacteria puede ser explicada a través de tres enfoques, que pueden ocurrir individual o 
simultáneamente. El primer enfoque es que se puede dar la atracción electrostática entre 
AgNPs negativamente cargado (por ejemplo, usando estabilizantes aniónicos como el 
citrato) y residuos cargados positivamente de las proteínas integrales en la superficie 
bacteriana. Otra aproximación podría ser la alteración en la integridad estructural o 
cambios fisicoquímicos en la pared celular bacteriana. Esto puede explicarse sobre la 
base de la alteración en la osmorregulación de la célula bacteriana que puede causar la 
extrusión de material intracelular y, en última instancia, la muerte celular. Existen 
resultados de microscopía electrónica de transmisión que muestran que las AgNPs 
causan una serie de cambios en Escherichia coli donde la pared celular arrugada puede 
indicar una fuga de contenido citoplasmático fuera de la célula bacteriana. Como un 
tercer enfoque, las AgNPs tienden a penetrar a través de las membranas bacterianas, y 
esto puede facilitar su internalización donde pueden causar una inactivación celular a 
través de múltiples vías, pueden inhibir la replicación del ADN, bloquear la respiración 
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celular y generar ROS. Como se mencionó, estos mecanismos pueden ocurrir en 
paralelo y contribuyen al efecto antibacteriano rápido (Shekhar et al., 2014). Por otro 
lado, las referencias bibliográficas indican un poder bactericida menor o nulo por parte 
de las AuNPs (Shamaila, Zafar, Riaz, Sharif & Nazir, 2016). 
 
1.2. Desafíos en regeneración de tejidos 
Definido por primera vez en 1993 por Langer & Vacanti, la ingeniería de tejidos 
es “un área interdisciplinaria que aplica los principios de la ingeniería y las ciencias de 
la vida al desarrollo de sustitutos biológicos que restauran, mantienen o mejoran la 
función de los tejidos o un órgano entero” (Freed et al., 1993). Por otra parte, la 
medicina regenerativa ha sido definida por Mason y Dunnill (2008) como “el proceso 
de reemplazar o regenerar células, tejidos u órganos humanos para restaurar o establecer 
la función normal". Debido a los objetivos similares, estas dos vertientes se han 
fusionado en las últimas tres décadas, siendo globalmente referidos en asociación como 
ingeniería de tejidos y medicina regenerativa la cual es definida como “un área 
emergente centrada en el desarrollo de terapias alternativas para la reparación de tejidos 
y órganos donde el objetivo general es fomentar la regeneración de nuevos tejidos 
funcionales en lugar de simplemente implantar nuevos tejidos de repuesto” (Harris, 
Jenner & Snyder, 2014), para lo cual simula los procesos de regeneración natural 
haciendo uso de sistemas de transporte tradicionales que hasta la fecha no han logrado 
cumplir las expectativas de eficiencia y rendimiento deseadas. En este marco, la 
nanotecnología se ha convertido en un sistema prometedor no solo para el uso de 
nanopartículas como vectores de transporte de péptidos bioactivos, sino también como 
antiséptico en el área regenerativa. En los siguientes apartados de esta sección, se 
describirán las etapas de la regeneración tisular, las biomoléculas que intervienen en el 
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proceso regenerativo y las tendencias actuales en TERM, remarcando en todos los casos 
las limitaciones actuales existentes y la potencial oportunidad del uso de nanopartículas 
para mejora del proceso.  
1.2.1. Mecanismo de regeneración de tejidos epiteliales 
La regeneración epitelial es un ejemplo clínico importante de los procesos 
fisiológicos implicados en la regeneración de tejidos, la cual incluye de manera general 
cuatro fases principales y consecutivas: la hemostasia o sangrado, la inflamación, la 
proliferación y el remodelado (Figura 7) (Watson, 2012).  
 
 
Figura 7. Fases de cicatrización de heridas cutáneas que representan las células y moléculas 




Primero, la fase de sangrado es de relativa vida corta (de 4 a 6 horas) y ocurrirá después 
de la lesión. El tiempo normal para que el sangrado se detenga variará con la naturaleza 
de la lesión y la naturaleza del tejido en cuestión (por ejemplo, tejidos más vasculares 
como músculos sangran durante más tiempo, mientras que tejidos como los ligamentos 
sangran menos). La fase de inflamación es el componente esencial del proceso de 
reparación tisular, donde una serie de eventos inflamatorios necesarios para montar las 
bases de la regeneración son mediados químicamente por una innumerable cantidad de 
compuestos, donde la identificación de numerosas citocinas y GFs (factores de 
crecimiento) ha llevado a varios descubrimientos importantes y posibles nuevas líneas 
de tratamiento (Wagner et al., 2003). Para fines didácticos, las citocinas y GFs serán 
descritas en los párrafos posteriores. La fase de proliferación implica esencialmente la 
generación del material de reparación que, para la mayoría de las lesiones músculo-
esqueléticas, implica la producción de material de cicatriz (colágeno). Tiene un inicio 
rápido (24-48 horas), pero tarda más en alcanzar su pico de reactividad, que es 
usualmente entre 2-3 semanas después de la lesión. Este pico de actividad no representa 
el momento en que se completa la producción de cicatrices (reparación), sino la fase de 
tiempo durante la cual se forma la mayor parte del material de la cicatriz. Por último, 
la fase de remodelado es una fase cuyo ciclo se extiende hasta la obtención de una 
cicatriz organizada, de calidad y funcional que sea capaz de comportarse de manera 
similar al tejido parental (el tejido que está reparando) (Watson, 2012). Cabe resaltar 
que todas las heridas cutáneas que se extienden profundamente en la dermis y tienen 
más de 1 cm de diámetro requieren un tratamiento especializado, ya que no pueden 
cerrarse (es decir, regenerar el revestimiento epitelial) por sí solas y pueden conducir a 
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cicatrices extensas que pueden resultar en limitaciones de movilidad de las 
articulaciones y severas deformidades cosméticas (Papini, 2004). 
1.2.2. Biomoléculas de interés en procesos regenerativos 
Durante la regeneración epitelial las nuevas células intervienen no sólo en la 
formación de nuevas células, sino también en la conectividad tisular y la comunicación 
celular (Cabrera et al., 2012). Estas interacciones, y, en sí, el proceso regenerativo, son 
promovidas por proteínas bioactivas reguladas con precisión y entregadas por el tejido 
circundante. Entre estos péptidos bioactivos, como se mencionó anteriormente, resaltan 
los GFs y las citocinas, en cuyos casos el aumento de investigaciones en torno a su 
papel durante la regeneración ha aumentado considerablemente en los últimos años. 
Por un lado, los GFs son moléculas polipeptídicas que se unen a los receptores de las 
células y entregan mensajes sobre migración, proliferación, diferenciación, 
supervivencia y secreción. Estos han sido ampliamente utilizados debido a la 
simplicidad de su aplicación y su precio asequible. Entre los GFs resaltantes tenemos 
al factor de crecimiento epidermal (EGF) y al factor de crecimiento de hepatocitos 
(HGF) los que estimulan la proliferación de células epiteliales y hepatocitos, 
respectivamente, además de mejorar su migración (Krafts, 2010)(Schmidt et al., 1995). 
Por otro lado, las citocinas también llevan mensajes importantes entre las células 
durante la reparación tisular. Estas pequeñas proteínas secretadas por las células del 
sistema inmunológico son quizás más conocidas por su papel como 
inmunomoduladores dentro de las células del sistema inmune adaptativo, pero hay 
principalmente dos citocinas que participan en la reparación tisular: la interleucina-
1beta (IL-1beta) y la interleucina-6 (IL-6) que participan en la etapa de cicatrización de 
la reparación de tejidos. Además, se ha demostrado que la cantidad necesaria de 
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citocinas utilizada para la cicatrización que no presentan una tasa superior a la efectiva, 
logra un tiempo de tratamiento reducido en comparación a los GFs, siendo este un punto 
clave para su utilización (DeCarbo, 2009). La Figura 8 muestra los mecanismos a través 
de los cuales la infección y la lesión inducen una respuesta inflamatoria regenerativa.  
 
 
Figura 8. Mecanismos a través de los cuales la infección y la lesión inducen una respuesta inflamatoria 





La lesión o infección de tejidos epiteliales conduce a la generación de patrones 
moleculares asociados a patógenos (PAMPs), patrones moleculares asociados a daños 
(DAMPs) y especies reactivas de oxígeno (ROS). Estos inducen la producción de 
citocinas (IL-6, IL-1) a través de constituyentes de tejido tales como células inmunes. 
Estas citocinas inflamatorias desencadenan vías de señalización en células madre 
adultas o células diferenciadas normales que culminan en la activación de factores de 
transcripción. Estos luego montan una respuesta regenerativa induciendo genes que 
codifican factores de crecimiento, estimulan la progresión del ciclo celular, previenen 
la muerte celular y aumentan la motilidad celular (Karin & Clevers, 2016).  
1.2.2.1. Albúmina de suero bovino (BSA)  
Las albúminas de suero son las proteínas más abundantes en el plasma, los cuales son 
los principales constituyentes proteicos solubles del sistema circulatorio (Mahanthappa, 
Gowda & Gowda, 2016). La albúmina de suero que ha sido empleada en este trabajo 
es la albúmina de suero bovino (BSA), la cual es una proteína que está constituida por 
582 amino ácidos con un peso molecular de 69 000 (Sklar, Hudson & Simonir, 1977). 
También presenta una amplia gama de funciones como es la unión, transporte y 
suministro de ácidos grasos, porfirinas, esteroides, etc. (Ravindran, Singh, Raichur, 
Chandrasekaran & Mukherjee, 2010). Se escogió la BSA como biomolécula modelo 
para estudiar la interacción de las AgNPs con una proteína debido a su solubilidad en 
agua y también a que es una de las proteínas más estudiadas para evaluar la interacción 
con diferentes nanomateriales (Ravindran et al., 2010)(Sapsford et al., 2013). Los 
estudios previos de la interacción entre el BSA y NPs muestran que a pesar de que 
existe una interacción electrostática entre ambos la estructura de la proteína no se ve 
afectada; es decir, no ocurre la desnaturalización de la proteína (Sapsford et al., 2013), 
 
20 
lo cual es sumamente importante ya que se sabe que la función de una proteína está 
directamente relacionada con su estructura.  
1.2.2.2. Factor de crecimiento epidermal recombinante humano (rh EGF) 
Existe diversos factores de crecimiento tales como: el factor de crecimiento epidermal 
recombinante humano, factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento de 
hepatocitos, entre otros (Lee, Silva, & Mooney, 2011), los cuales son polipéptidos de 
señalización capaces de inducir una respuesta celular en un entorno biológico específico 
(Cross & Dexter, 1991). Como es descrito por Esquirol-Caussa y Herrero-Vila (2017) 
el rh EGF es importante en la curación de heridas y quemaduras debido a que a través 
de su unión con su receptor específico de membrana (EGFR, del inglés Epidermal 
Growth Factor Receptor) promueve el crecimiento, proliferación, diferenciación y 
supervivencia de las células epiteliales para la reparación del tejido. Además, el 
complejo activado EGF-EGFR inicia cambios bioquímicos celulares que regulan la 
inflamación, la contracción de la herida, la angiogénesis y la proliferación fibroblástica 
y migración celular.  
Como es reportado por Ogiso et al. (2002) y Yang, Wu, Huang y Tsai (2004), el rh EGF 
es un polipéptido de cadena simple conformado por 53 residuos aminoácidos (masa 
molar = 10 kDa) que contiene 6 residuos de cisteína los cuales forman 3 puentes 
disulfuros y son fundamentales para la afinidad con el receptor (EGFR) a cual se enlaza 
a través del fragmento bucle-B que es el sitio específico de enlace. Para que la unión 
del rh EGF y EGFR se dé de forma satisfactoria y se logre la funcionalidad del complejo 
es importante recalcar que estos sitios específicos de enlace, zonas de afinidad con el 




1.3. Interacción entre nanopartículas y biomoléculas 
Debido a que las nanopartículas son moléculas cuyas características químicas y 
físicas dependen de su tamaño, se pueden establecer acercamientos interesantes y 
correlacionados al tratar con cuestiones biológicas fundamentales. Las nanopartículas 
son capaces de lograr una interacción fuerte e importante con otras moléculas. Las 
nanopartículas de oro y plata tienen importancia específica debido a sus propiedades 
físicas y químicas atractivas, biocompatibilidad, y la modificación superficial fácil. En 
general, las nanopartículas tienen la capacidad de interactuar con todo el entorno 
fisiológico una vez que entran en el cuerpo humano. En la mayoría de los casos, las 
primeras moléculas con la que interactúan son las proteínas, que son los principales 
constituyentes del cuerpo humano y la fuerza impulsora de la mayoría de los procesos 
biológicos. Por esto, la comprensión de la interacción entre nanopartículas y proteínas 
representa una esencia importante para la aplicación segura y eficiente de 
nanopartículas (Jasmin, 2016). Para una mejor comprensión de las interacciones entre 
nanopartículas y proteínas, se evalúa la interacción de diferentes combinaciones de 
proteínas y nanopartículas. La adsorción de la proteína en la superficie de las 
nanopartículas es debido a los enlaces de hidrógeno, las fuerzas de solvatación, pero 
principalmente por las interacciones Van der Waals (Chatterjee, Chakraborti, Joshi, 
Singh & Gupta, 2010). Dado que las diferentes nanopartículas tienen propiedades 
distintas, la composición de la proteína es única para cada tipo de nanopartículas y 
depende de muchos parámetros (Rahman, Laurent, Tawil & Yahia, 2013). Para su 
evaluación, las nanopartículas rodeadas de las proteínas son aisladas e identificadas 
para comprender su biorreactividad. Los métodos que se pueden utilizar para estudiar 
las interacciones NP-proteína son numerosos, pero los más comunes son espectroscopia 
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infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de dicroísmo circular, 
calorimetría de titulación isotérmica, resonancia de plasmón superficial (SPR), 
espectroscopia de fluorescencia, espectroscopia de resonancia magnética nuclear y la 
espectrometría de masas, la cual se puede utilizar para muchos tipos de NPs y se utiliza 
para identificar proteínas y cuantificar las cantidades de proteínas adsorbidas en las 
NPs. La combinación de estos métodos debería proporcionar una imagen más completa 
sobre las interacciones proteína-nanopartícula; la estructura proteica y su conformación 
sobre su interacción con nanopartículas (Laurent, 2013). 
1.3.1. Formación de proteínas corona  
Cuando las nanopartículas interactúan con un fluido biológico o simplemente 
con una proteína en específico se forma una capa de proteínas alrededor de la 
nanopartícula llamada proteína corona. Esta se forma debido a la alta energía superficial 
que presenta la nanopartícula, la cual es disminuida a través de la adsorción de las 
proteínas (Wolfram, Yang, Shen, Moten & Chen, 2014). Las fuerzas que permiten la 
formación de esta proteína corona son la fuerza de Van der Waals, enlaces de 
hidrógeno, interacciones hidrofóbicas e interacciones electrostáticas (Yang, Liu, Wang 
& Cao, 2013). La proteína corona no solo se forma sobre nanopartículas metálicas 
(Casals, Pfaller, Duschl, Oostingh & Puntes, 2010)(Shannahan et al., 2013), sino 
también sobre nanopartículas de poliestireno o sílice (Musyanovych et al., 2013). La 
proteína corona está constituida por 2 capas, dependiendo de la fuerza de interacción 
entre la proteína y la nanopartícula. Estas capas son llamadas la capa dura y blanda. 
Estas dos capas de distinguen por la fuerza con la que las biomoléculas interactúan con 
las nanopartículas. Además, se cree que la capa blanda es más dinámica y permite un 
intercambio de biomoléculas rápidamente (Wolfram et al., 2014). La composición y 
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estructura de la proteína corona depende de las propiedades fisicoquímicas de las 
nanopartículas tales como tamaño, forma, composición, carga superficial y grupos 
funcionales en la superficie. También depende del tiempo de contacto con el fluido 
biológico o proteína. Además, se sabe que la proteína corona altera la composición 
interfacial y el tamaño de las NPs (Lundqvist et al., 2008)(Wolfram et al., 2014).   
1.3.2. Conformación proteica. 
Cada proteína presenta una conformación diferente la cual está muy relacionada 
con su función biológica por lo cual es sumamente importante estudiar si hay un cambio 
de su conformación cuando interactúa con las NPs. Normalmente las proteínas cambian 
su conformación al adsorberse en la superficie de las NPs y este cambio depende mucho 
del tipo de superficie y la geometría de la misma. Se han hecho varios estudios sobre la 
influencia del tamaño de las nanopartículas sobre el cambio de conformación de las 
proteínas, pero los resultados todavía no son claros ya que en algunos estudios se indica 
que hay un aumento en el cambio de la conformación proteica cuando estas interactúan 
con NPs pequeñas (Wang, Zhang, Zhao, Liu & Xing, 2010). Otros estudios concluyen 
que son las NPs de mayor tamaño las que provocan un mayor cambio de la 
conformación proteica (Lacerda et al., 2010). La explicación de por qué ocurre este 
cambio de conformación todavía no se ha determinado como un fenómeno general para 
todas las proteínas, pero si para algunas en específico como el BSA y mioglobina. Para 
el caso de la mioglobina el cambio de conformación es debido a la curvatura de la 
superficie de las NPs metálicas, pero el potencial de la doble capa dependientes de la 
geometría también juega un papel importante en este cambio. Sin embargo, para el caso 
del BSA el potencial de la doble capa no influye en el cambio de la conformación ya 
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que en este caso solo ocurren interacciones hidrofóbicas entre el BSA y las NPs 
metálicas (Satzer, Svec, Sekot & Jungbauer, 2016). 
1.3.3. Métodos de caracterización de proteína corona.  
La caracterización de una proteína corona es sumamente importante para 
entender como han interactuado las proteínas con las NPs y también para ver si ha 
habido algún cambio fisicoquímico en alguno de estos dos componentes. Hay diferentes 
técnicas para la caracterización de la proteína corona como son la espectroscopia UV-
Vis, la espectroscopia infrarroja con transformado de Fourier, la dispersión dinámica 
de la luz y el potencial zeta (Pareek, Bhargava, Bhanot, & Gupta, 2018).  
1.3.3.1. Espectroscopía UV-Vis 
Las proteínas absorben la luz UV-Vis a una longitud de onda particular, la cual es 
280nm y esto debido a la presencia de amino ácidos aromáticos como el triptófano, 
fenilalanina y tirosina (Beave, Holida & Jope, 1950). Cuando ocurre la interacción entre 
las NPs y las proteínas, el espectro de absorbancia de ambos se ve modificado y esto es 
debido a la relación entre las capacidades de transferencia de electrones de la proteína 
con sus propiedades ópticas (Jain, Bhargava, Rathi, Dilip & Panwar, 2015)(Yadav, 
Aswal & Kohlbrecher, 2015). Con los espectros de absorción se puede hacer el 
seguimiento de la interacción entre las NPs y las proteínas ya que el SRP es sensible al 
entorno de la NPs (Pareek et al., 2018).  
1.3.3.2. Espectroscopía de infrarrojos por transformada de Fourier 
Esta técnica se basa en la identificación de grupos funcionales debido a su modo de 
vibración según su ambiente químico. Cada grupo funcional presenta un modo de 
vibración particular a una específica longitud de onda. Hay investigaciones previas en 
donde se ha usado la técnica de FTIR para la identificación de la estructura secundaria 
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de las proteínas, en la cual hacen una predicción de la estructura de la proteína sobre la 
base de la energía vibratoria del enlace peptídico y sugirieron que la estructura 
secundaria de la proteína puede presentar 3 tipos de enlace amida, enlace amida I, II y 
III. De estos tipos, el más importante es el enlace amida I que muestran bandas 
relacionadas a los giros β, hélices α y láminas β, los cuales son específicos y sensibles 
a cambios estructurales y conformacionales de las proteínas pudiéndose notar su mayor 
o menor estabilidad (Kong & Yu, 2007). Han habido varias investigaciones en donde 
se ha usado FTIR para caracterizar la proteína corona (Dasgupta et al., 2016)(Jain et 
al., 2015). 
1.3.3.2. Dispersión dinámica de la luz y zeta potencial 
El espectrofotómetro de dispersión dinámica de la luz mide el movimiento browniano 
de la suspensión coloidal la cual se puede relacionar con el tamaño hidrodinámico 
haciendo uso de la ecuación de Stokes-Einstein (Bhattacharjee, 2016). Cuando acurre 
la interacción entre las NPs y las proteínas el tamaño hidrodinámico de las NPs varia, 
esta se puede medir mediante el uso del DLS (Pino, Pelaz, Zhang, Ulrich & Parak, 
2014). Por otro lado, el potencial zeta nos da información sobre la estabilidad de 
cualquier solución en base a las repulsiones electrostáticas entre partículas con cargas 
similares, es decir cuantifica la estabilidad de la carga de las NPs (Patil, Sandberg, 
Heckert, Self & Seal, 2007). La medición de potencial zeta está relacionado con la doble 
capa eléctrica que cubre las NPs y debido a que esta doble capa varia cuando se da la 
interacción NPs-proteínas,  a su vez origina un  cambio en el potencial zeta (Pareek et 




Capítulo 2  
Objetivos 
2.1. Objetivo general 
Evaluar la interacción de nanopartículas de plata con el factor de crecimiento 
epidermal recombinante humano (rh EGF) para su uso potencial en la regeneración de 
tejidos epiteliales.  
2.2. Objetivos específicos 
a. Sintetizar nanopartículas de plata a altas concentraciones usando citrato de 
sodio como agente reductor y realizar su caracterización mediante 
espectroscopía UV-Vis, dispersión dinámica de la luz (DLS), potencial zeta y 
microscopía electrónica de transmisión (TEM). 
b. Evaluar la interacción de las nanopartículas de plata con albúmina de suero 
bovino como proteína modelo. 
c. Evaluar la interacción de las nanopartículas de plata con factor de crecimiento 
epidermal bajo las condiciones del medio de síntesis y fisiológicas (in vitro). 
d. Evaluar la actividad antibacterial contra Escherichia coli de las nanopartículas 
de plata puras y en interacción con factor de crecimiento epidermal bajo las 











Capítulo 3  
Parte Experimental 
3.1. Reactivos 
Para la síntesis de las nanopartículas de plata se usó nitrato de plata (AgNO3, pureza 
del 99.8%, J.A. Elmer) y citrato de sodio (Na3C6H5O7, pureza del 99.9%, Movilab) 
como precursor y agente reductor, respectivamente. Para el desarrollo de la 
metodología de interacción entre la nanopartícula y proteína se usó albúmina de suero 
bovino fracción V (pureza mayor igual al 98.5%, Sigma Aldrich) como proteína 
modelo. Como potencial proteína regeneradora de tejidos epiteliales se usó factor de 
crecimiento epidermal recombinante humana (rh EGF) expresada en Escherichia coli 
(en una formulación de 50mM HEPES/300mM NaCl/10mM metabisulfito de 
sodio/20% glicerol pH 8.0, Dundee Cell Products) la cual fue generosamente donada 
por el Dr. Robin Dickinson (Gerente General de Aruru Molecular Ltd). Para la 
preparación de buffer fosfato salino se usaron fosfato disódico (Na2HPO4, pureza del 
99.0%, Merck), fosfato mono potásico (KH2PO4, pureza del 99.5%, Merck), cloruro de 
sodio (NaCl, pureza mayor igual al 99.0%, Sigma Aldrich) y cloruro de potasio (KCl, 
pureza mayor igual al 99.0%, Sigma Aldrich). Para la determinación de la carga y 
liberación de rh EGF desde la nanopartícula se usó un kit de Ensayo Inmuno 
Absorbente Ligado a Enzimas (ELISA) de rh EGF humano con sensibilidad analítica 
mayor que 1 pg/mL (Número de catálogo KHG0061, Thermo Fisher Scientific) el cual 
contenía buffer B 5x, anticuerpo biotinilado, HRP-streptadivin 600x (peroxidasa de 
rábano - Estreptadivina, del inglés horseradish peroxidase - streptadivina) y agente 
colorimétrico tetrametilbencidina. Todo el material de vidrio fue lavado usando agua 
regia fue usada para el lavado de material de vidrio. En todos los ensayos se usó agua 
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destilada para la preparación de las soluciones. Los reactivos fueron usados como 
fueron recibidos.  
Para evaluar el poder antibacterial se usó Escherichia coli derivada de ATCC® 8739TM 
(número de catálogo 0483E7, Microbiologics). Como medio de cultivo se usó caldo de 
cultivo Luria-Bertani (Dibico). Para la preparación de placas de cultivo se usó agar 
MacConkey (número de catálogo DF0075-17-1, Fisher Scientific). Para la preparación 
de las diluciones se usó agua destilada. El agua destilada y las soluciones de caldo de 
cultivo y agar fueron esterilizadas antes de ser usados. 
3.2. Equipos y materiales 
3.2.1. Materiales 
­ Fiolas de vidrio de 50, 100, 250 y 500 mL 
­ Frasco autoclavable de vidrio de 100 mL 
­ Vasos de precipitados de vidrio de 500 mL 
­ Matraces de vidrio de 250 mL 
­ Pipetas de vidrio de 10 mL 
­ Viales de vidrio de 7 mL 
­ Asas digralsky de vidrio 
­ Tubos Falcon de 15 y 50 mL de plástico 
­ Tubos Eppendorf de 2, 1.5 y 0.6 mL de plástico 
­ Tubos Eppendorf ámbar de 1.7 mL de plástico 
­ Placas petri estériles descartables de plástico 
­ Placas de cultivo celular de 12 pocillos de plástico 
­ Agitador magnético 
­ Papel aluminio 
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­ Papel pH-indicador, Macherey-Nagel 
­ Termómetro 
­ Micropipeta de 100 a 1000 μL 
3.2.2. Equipos 
­ Agitador magnético con calentamiento, Wisestir® MSH-20ª 
­ Agitador, IKA®-Schuttler MTS 4 
­ Autoclave, Biogen AVDA-30L 
­ Centrifuga refrigerada, Sorvall® RT6000B 
­ Cabina de flujo laminar, Baker SterilchemGARD® III SG403A-TX 
­ Bomba de vacío, Edwards RV 3 
­ Incubadora, BINDER FP 115 
­ Incubadora con agitación orbital, New Brunswick Scientific G24  
­ Incubadora, BOEKEL 136400 
­ Microcentrífuga, Eppendorf® Centrifuge 5415 C 
­ Vortex, Fisher VM-300 
3.2.3. Equipos de caracterización 
­ Espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000, Thermo Fisher Scientific INC 
(Waltham, MA, USA), con una lámpara de flash de xenón como fuente de luz 
y un dispositivo de carga acoplada para analizar la luz después de pasar a través 
de la muestra. 
­ DLS y Zeta Potencial Möbiuζ, Wyatt Technology (Santa Barbara, CA, USA), 
con un rango de conductividad de 0 a 100 mS/cm, rango de detección del 
tamaño de radio de 0.2 a 250 nm usando cubetas desechables y ángulo de 
detección de 163.5°. 
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­ Espectrofotómetro infrarrojo con transformada de Fourier IRTracer–100 FTIR, 
Shimadzu (Kyoto, Japón). Cada espectro fue producido a través de 200 barridos 
a una resolución de 4 cm-1 en un rango desde 4000 cm-1 a 400 cm-1. 
­ Microscopio electrónico de transmisión (TEM) FEI Tecnal F30 300kV. 
­ Lector de absorbancia de microplacas iMarkTM con un rango de lectura desde 
los 400 hasta los 750 nm para un amplio rango de aplicaciones incluyendo 
inmunoensayos con sustancias colorimétricas tales como ELISA. 
3.3. Metodología 
La metodología del presente trabajo se divide en cuatro etapas: 
La primera etapa consistió en la síntesis de nanopartículas de plata (AgNPs) a través de 
reducción química utilizando citrato de sodio como agente reductor, mediante una 
variación optimizada del método de Frens y un método regular. Se comparó la cantidad 
de nanopartículas obtenidas por ambos métodos y sus caracterizaciones mediante 
espectroscopía UV-Vis, DLS y zeta potencial. Por último, las AgNPs obtenidas a través 
del método de Frens se caracterizaron mediante TEM. 
La segunda etapa consistió en el desarrollo de una metodología para lograr la 
interacción de las nanopartículas de plata con albumina de suero bovino (BSA) la cual 
es comúnmente usada como proteína modelo. Dicho acoplamiento se caracterizó 
mediante espectroscopía UV-Vis, DLS, zeta potencial y TEM. 
En la tercera etapa, la metodología desarrollada para el acoplamiento de la proteína 
modelo a las AgNPs se extrapoló para lograr la interacción de las AgNPs con tres 
diferentes cantidades de factor de crecimiento epidermal (rh EGF). Las AgNPs en 
interacción con rh EGF, la eficiencia de carga de rh EGF sobre la nanopartícula y su 
liberación bajo condiciones fisiológicas in vitro de 0 a 72 horas se evaluaron mediante 
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espectroscopía UV-Vis, FTIR, TEM y ELISA. A partir de las caracterizaciones 
realizadas se definió la carga óptima de rh EGF sobre las AgNPs.  
Finalmente, en la cuarta etapa se evaluó el poder antibacterial contra Escherichia coli 
mediante la medición de la densidad óptica a los 600 nm (OD600) y el cultivo de la 
cepa bacteriana de las AgNPs puras, de las AgNPs en interacción con las tres cantidades 
de EGF en el medio de síntesis y de las AgNPs en interacción con la carga óptima de 
EGF bajo condiciones fisiológicas in vitro. 
3.4. Síntesis de nanopartículas de plata 
3.4.1. Síntesis de nanopartículas de plata mediante el método de Frens 
Las AgNPs se sintetizaron mediante una variación del método de Frens (Frens, 1973)  
como es reportado por Gakiya-Teruya, Palomino-Marcelo y Rodriguez-Reyes (2018) 
para lo cual en un matraz de 250 mL cubierto con papel aluminio y con un agitador 
magnético adentro, se vertió 50 mL de nitrato de plata (AgNO3) a diferentes 
concentraciones (0.6, 0.8 y 1.0 mM). Luego, la solución fue calentada y cuando alcanzó 
su punto de ebullición, 500 µL de citrato de sodio (Na3C6H5O7) 0.189 M (concentración 
obtenida de Xu et al. (2014)) se agregó rápidamente. La solución resultante se agitó a 
200 RPM (revoluciones por minuto) a diferentes tiempos (5, 10, 15, 20, 25 y 30 
minutos) manteniendo la temperatura de ebullición. Las variaciones de las 
concentraciones del nitrato de plata y el tiempo de reacción fueron realizados con el fin 
de lograr la optimización del proceso. Las nanopartículas de plata se colectaron por 
centrifugación usando una microcentrífuga Eppendorf® Centrifuge 5415 C a 2040 RCF 
(fuerza centrífuga relativa) por 30 minutos y luego resuspendidas en el mismo volumen 
con agua destilada. Finalmente, las nanopartículas fueron guardadas a 4°C en oscuridad 
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para futuros análisis. El cálculo de la concentración de las AgNPs se realizó mediante 
la determinación del peso de 500 µL de AgNPs secadas al vacío. 
3.4.2. Síntesis de nanopartículas de plata mediante el método regular 
Para la síntesis de las AgNPs por el método regular se siguió el protocolo presentado 
por Pinedo-Flores, Alcazar y Rodriguez-Reyes (2018). Así, en un matraz de 250 mL 
cubierto con papel aluminio y con un agitador magnético adentro, se vertió 50 mL de 
citrato de sodio (Na3C6H5O7) 7 mM que fue calentado en baño maría hasta alcanzar su 
punto de ebullición. Seguidamente 8.8 mL de nitrato de plata (AgNO3) 2 mM fue 
agregado gota a gota y la solución resultante se agitó a 200 RPM por 40 minutos 
manteniendo la temperatura de ebullición constante. Las AgNPs se colectaron por 
centrifugación usando una microcentrífuga Eppendorf® Centrifuge 5415 C a 2040 RCF 
(fuerza centrífuga relativa) por 30 minutos y luego resuspendidas en el mismo volumen 
con agua destilada. Finalmente, las nanopartículas fueron guardadas a 4°C en oscuridad 
para futuros análisis. El cálculo de la concentración de las AgNPs se realizó mediante 




Figura 9. Esquema para la síntesis de AgNPs usando el (A) Método regular y el (B) Método de Frens. 
 
3.5. Síntesis de nanopartículas de plata con BSA 
En 6 viales protegidos de la luz con papel aluminio se agregaron 0.5 mL de las 
nanopartículas de plata sintetizadas usando la metodología descrita en el apartado 
previo 3.4.1. (Síntesis de nanopartículas de plata mediante el método de Frens) 
haciendo uso de una concentración inicial de 1.0 mM de nitrato de plata y un tiempo de 
reacción de 20 minutos. A uno de los viales se le agregó 0.5 mL de agua destilada para 
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hacer usado como control. Al resto de viales se le agregó volúmenes de una solución 
acuosa de BSA de tal manera que las concentraciones finales fueron de 8.59, 19.12, 
20.20, 52.00 y 65.00 mg/mL para un volumen final de 1 mL. Todas las diluciones 
fueron realizadas con agua destilada. Las soluciones resultantes, con pH final de 7, 
fueron puestas en un agitador IKA®-Schuttler MTS 4 a 700 RPM por 4 horas. Esta 
metodología es una variación de la presentada por Ravindran, Singh, Raichur, 
Chandrasekaran y Mukherjee (2010). Las nanopartículas de plata puras y en interacción 
con albúmina de suero bovino fueron colectadas mediante centrifugación usando una 
microcentrífuga Eppendorf® Centrifuge 5415 C a 2040 RCF por 30 minutos siguiendo 
la recomendación dado por la compañía Citodiagnostics (2017). Finalmente, fueron 
resuspendidas en el mismo volumen inicial usando agua destilada y guardadas a 4°C 
en oscuridad para futuros análisis. 
3.6. Síntesis de nanopartículas de plata con rh EGF 
En 7 viales protegidos de la luz con papel aluminio se agregaron 250 µL de las 
nanopartículas de plata sintetizadas usando la metodología descrita en el apartado 
previo 3.4.1. (Síntesis de nanopartículas de plata mediante el método de Frens) 
haciendo uso de una concentración inicial de 1.0 mM de nitrato de plata y un tiempo de 
reacción de 20 minutos. A todos los viales se le agregaron 250 µL de agua destilada, 
mientras a tres de los viales se le agregaron 15, 35 y 55 µL de rh EGF, a otros tres viales 
se le agregaron 15, 35 y 55 µL del medio de la proteína (50mM HEPES/300mM 
NaCl/10mM metabisulfito de sodio/20% glicerol pH 8.0) y a un vial no se le agregó 
nada adicional para ser usado como control. Las soluciones resultantes, con pH final de 
7, fueron puestas en un agitador IKA®-Schuttler MTS 4 a 700 RPM por 4 horas. Las 
nanopartículas de plata puras, en el medio de la proteína y en interacción con el rh EGF 
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fueron colectadas mediante centrifugación usando una microcentrífuga Eppendorf® 
Centrifuge 5415 C a 2040 RCF por 30 minutos. Los sobrenadantes fueron guardados. 
Finalmente, las nanopartículas fueron resuspendidas en el mismo volumen inicial 
usando agua destilada y guardadas a 4°C en oscuridad para futuros análisis. Mediante 
espectroscopía UV-Vis, FTIR, TEM, la determinación de la eficiencia de carga (ver 
sección 3.6.1. Eficiencia de carga), la evaluación de la liberación de rh EGF desde las 
AgNPs en medio fisiológico (ver sección 3.6.1. Liberación de rh EGF desde las 
AgNPs) y la evaluación de la actividad antibacterial (ver sección 3.7. Evaluación de la 
actividad antibacterial) bajo las condiciones de síntesis se determinó la carga óptima 
de rh EGF sobre las AgNPs. Posteriormente se evaluó la actividad antibacterial de las 
AgNPs cargadas con la cantidad óptima de rh EGF en medio de síntesis y en medio 
fisiológico. 
3.6.1. Eficiencia de carga 
Los sobrenadantes guardados de las soluciones de AgNPs puras y en interacción con 
EGF referidos en la sección 3.6. (Síntesis de nanopartículas de plata con rh EGF) 
fueron diluidos con Buffer B 1x (kit rh EGF ELISA) de tal manera que las 
concentraciones finales del rh EGF remanente (asumiendo una eficiencia de carga del 
75%) estén en el rango de 0 a 1000 pg rh EGF/mL. La concentración de rh EGF 
remanente fue evaluada mediante un kit de Ensayo Inmuno Absorbente Ligado a 
Enzimas (ELISA). Para el kit se estableció una curva estándar según lo indicado por el 
fabricante y el sobrenadante de las AgNPs puras fue usado como control. Para la 




3.6.1.1. Reconstitución de reactivos 
El Buffer B 5x (15 mL) fue llevado hasta un volumen de 75 mL con agua destilada en 
un frasco autoclavable de 100 mL previamente esterilizados, la nueva solución fue 
rotulada como ‘Buffer B 1x’. La proteína rh EGF liofilizada fue disuelta en 500 µL de 
Buffer B 1x y rotulada como ‘Standard 12k’ (12 000 pg rh EGF/mL), 100 µL de esta 
solución fueron extraídos en un tubo Eppendorf de 1.5 mL y rotulado como ‘SO’. El 
Anticuerpo Biotinilado fue disuelto en 100 µL de Buffer B 1x y rotulado como ‘Ac 
Biotinilado 80x’. Finalmente, todas las soluciones fueron almacenadas a -30°C. 
3.6.1.2. Preparación de curva estándar y alícuotas 
Para la preparación de la curva estándar, 7 tubos Eppendorf de 1.5 mL fueron rotulados 
desde D1-D7. En el tubo D1 se añadió 440 µL de Buffer B 1x y 40 uL de la solución 
‘SO’ y se mezcló. A los tubos desde D2 a D7 se le agregaron 400 µL de Buffer B 1x. 
200 µL de la solución del tubo D1 fueron vertidos al tubo D2 y fueron mezclados. 
Luego, 200 µL de la solución del tubo D2 fueron vertidos al tubo D3 y fueron 
mezclados. Esta operación fue realizada hasta el tubo D7, la que tuvo un volumen final 
de 600 µL. Un tubo a parte fue rotulado como D0 y se le agregó 400 µL de Buffer B 
1x. Las concentraciones finales son presentadas en la Tabla 1. 
 
Tabla 1 
Concentraciones finales para la curva estándar de ELISA rh EGF 
Tubo D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D0 
Concentración 
(rh EGF pg/mL) 





Para la preparación de las alícuotas, en un tubo de 15 mL, se extrajeron 10 mL de Buffer 
B 1x. En 2 tubos Eppendorf de 0.6 mL, se extrajeron 30 µL de ‘Ac Biotinilado 80x’ y 
10 µL de HRP-streptadivin 600x (peroxidasa de rábano - Estreptadivina, del inglés 
horseradish peroxidase - streptadivina). En un tubo de 50 mL se agregaron  
2.5 mL de ‘Wash Solution’ y añadieron 47.5 mL de agua destilada, la solución fue 
rotulada como ‘Wash Solution 1x’. En dos tubos Eppendorf ámbar de 1.7 mL se 
alicuotaron un total de 3 mL de agente colorimétrico TMB (tetrametilbencidina). 1.4 
mL de ‘Stop Solution’ fue alicuotado en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Finalmente, 
todas las soluciones fueron almacenadas a -30°C. 
3.6.1.3. Evaluación de los sobrenadantes 
A 30 µL de ‘Ac Biotinilado 80x’ se le agregaron 2370 µL de Buffer B 1x en un tubo 
Falcon de 15 mL, la solución fue rotulada como ‘Ac Biotinilado 1x’. A 4 uL de HRP-
streptadivin 600x se le agregaron 2400 µL de Buffer B 1x en un tubo Falcon de 15 mL, 
la solución fue rotulada como ‘HRP-streptadivin 1x’. La Tabla 2 muestra la distribución 
de las soluciones en la placa de lectura, donde D0 – D7 son las soluciones estándares 
presentadas en la Tabla 1, M01 es el sobrenadante de las AgNPs con 15 µL rh EGF, 
M02 es el sobrenadante de las AgNPs con 35 µL rh EGF, M03 es el sobrenadante de 
las AgNPs con 55 µL rh EGF y C01 el sobrenadante de las AgNPs puras. En todos los 
casos, 100 µL de las soluciones fueron colocados en cada pocillo, luego cubiertos e 
incubados por dos horas y media a temperatura ambiente. Después de este tiempo, las 
soluciones fueron descartadas y se lavaron los pocillos 4 veces con 300 µL de la 
solución ‘Wash Solution 1x’ descartando las soluciones en cada lavada. Luego, 100 µL 
de ‘Ac Biotinilado 1x’ fue agregado a cada pocillo e incubado 1 hora a temperatura 
ambiente con agitación lenta. Se descartaron las soluciones y se lavaron 4 veces con 
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300 µL de la solución ‘Wash Solution 1x’. Una vez realizado esto, 100 µL de ‘HRP-
streptadivin 1x’ fueron agregados a cada pocillo e incubado 45 minutos a temperatura 
ambiente con agitación lenta. Una vez más las soluciones fueron descartadas y se lavó 
4 veces con 300 µL de la solución ‘Wash Solution 1x’. Finalmente, 100 µL de agente 
colorimétrico TMB fue agregado a cada pocillo, incubado 30 minutos en cuarto oscuro 
bajo agitación lenta y se agregó 50 µL de la solución ‘Stop’ incluido en el kit rh EGF 




Distribución de los sobrenadantes en la placa de lectura para el ELISA rh EGF 
 
 1 2 
A D0 M01 
B D1 M01 
C D2 M02 
D D3 M02 
E D4 M03 
F D5 M03 
G D6 C01 
H D7 C01 
 
 
3.6.2. Liberación de rh EGF desde las AgNPs 
Los 500 µL de las nanopartículas de plata puras y en interacción con rh EGF preparadas 
en la sección 3.6. (Síntesis de nanopartículas de plata con rh EGF) fueron vertidos en 
tubos Eppendorf de 2 mL estériles y se le agregaron 500 µL de PBS 0.1%W/V BSA, 
las soluciones fueron colocadas a 37°C bajo agitación constante en una incubadora 
VWR 1530 para simular condiciones fisiológicas in vitro. Desde las 0 hasta las 72 horas 
cada 24 horas las nanopartículas puras y en interacción fueron centrifugadas a 2040 
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RCF por 30 minutos, los sobrenadantes fueron analizados mediante ELISA como es 
indicado en las secciones 3.6.1.1. (Reconstitución de reactivos), 3.6.1.2. (Preparación 
de curva estándar y alícuotas) y 3.6.1.3. (Evaluación de los sobrenadantes).  
3.7. Evaluación de la actividad antibacterial 
Todos los procedimientos descritos en el presente aparto fueron realizados con 
materiales previamente esterilizados y en una cabina de flujo laminar Baker 
SterilchemGARD® III SG403A-TX. 
3.7.1. Preparación del caldo de Escherichia coli  
50 gramos de agar MacConkey fue disuelto en un litro de agua y autoclavado a 121ºC 
por 15 minutos. La solución fue vertida a aproximadamente 40°C en placas Petri 
estériles, se dejaron enfriar y fueron selladas con Parafilm. Las placas fueron guardadas 
a 4°C para su posterior uso. Adicionalmente, un pellet de Escherichia coli ATCC® 
8739 fue suspendido en PBS a 37°C e incubado a dicha temperatura por 30 minutos. 
Luego, 100 µL de esta solución fue sembrado en una placa de agar MacConkey 
previamente preparado y se dejó en una incubadora BINDER FP 115 a 37°C por 24 
horas. Por otro lado, el medio Luria-Bertani fue preparado y autoclavado. 
Posteriormente, Escherichia coli obtenido del cultivo sobre las placas de agar fue 
inoculado a 50 mL de medio Luria-Bertani y se colocó en una incubadora con agitación 
orbital New Brunswick Scientific G24 por 24 horas a agitación constante a 37°C. La 
solución obtenida fue purificada, para esto en dos tubos Falcon de 50 mL se agregaron 
25 mL del caldo de Escherichia coli, agua destilada fue agregada para balancear los 
pesos de ambos tubos y fueron puestos en un vortex por 30 segundos. Luego, haciendo 
uso de una centrifuga refrigerada Sorvall® RT6000B las suspensiones fueron 
centrifugadas por 15 minutos a 2000 RCF a una temperatura de 4°C. Una vez realizada 
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la centrifugación, los sobrenadantes fueron descartados y 30 mL de agua destilada 
estéril fueron agregados a los precipitados de cada tubo. Las soluciones fueron 
nuevamente puestas en el vortex por 30 segundos y el proceso de lavado fue realizado 
por dos veces más. En la última centrifugación, el precipitado fue resuspendido en el 
mismo volumen inicial de 25 mL de medio Luria-Bertani y fueron guardadas a 4°C 
para su posterior uso. 
3.7.2. Actividad antibacterial de las AgNPs con diferentes cantidades de rh EGF 
Para la evaluación antibacterial de las AgNPs puras y en interacción con rh EGF 
mediante densidad óptica de la suspensión bacteriana de Escherichia coli a 600 nm 
(OD600), 300 µL de la solución de Escherichia coli guardada fue vertido en 24 pocillos 
de una placa de cultivo celular estéril sin tratar además de 1700 µL de medio Luria-
Bertani. Haciendo esta dilución una absorbancia inicial de 0.5 a 600 nm fue obtenida.  
Luego, para una concentración final de 50 µg/mL volúmenes de AgNPs puras y en 
interacción con las tres cantidades diferentes de rh EGF preparadas en la sección 3.6. 
(Síntesis de nanopartículas de plata con rh EGF) fueron agregados. A tres de los 
pocillos no se le agregaron nanopartículas para ser usados como controles. El OD600 
fue evaluado hasta las 24 horas midiéndose la absorbancia a los 600 nm en un 
NanoDrop® ND-1000. 
3.7.3. Actividad antibacterial de las AgNPs con la carga óptima de rh EGF 
Bajo condiciones de síntesis, las AgNPs en interacción con EGF a carga óptima 
preparadas en la sección 3.6. (Síntesis de nanopartículas de plata con rh EGF) fueron 
sembradas en placas de cultivo de agar MacConkey en presencia de Escherichia coli. 
Para esto, la solución de Escherichia coli fue diluida en una proporción de 1:10 (1 mL 
de Escherichia coli en 9 mL de Luria-Bertani) 5 veces consecutivas. Así, de la quinta 
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dilución, 50 µL fueron suspendidos en 1 mL de agua destilada para ser usada como 
control y de agua destilada suplementada con 200 mg/mL de AgNPs y AgNPs en 
interacción con la carga óptima de EGF. Las soluciones colocadas en tubos Eppendorf 
de 2mL fueron puestas a agitación por 10 minutos. 100 µL de cada una de las soluciones 
finales fueron sembradas en placas de agar MacConkey previamente guardadas. Los 
ensayos fueron realizados por triplicado. 
Bajo condiciones fisiológicas in vitro, las AgNPs puras y en interacción con la carga 
óptima de rh EGF preparadas en la sección 3.6. (Síntesis de nanopartículas de plata 
con rh EGF) fueron vertidos en tubos Eppendorf de 2 mL estériles y se le agregaron 
500 µL de PBS 0.1%W/V BSA, las soluciones fueron colocadas a 37°C bajo agitación 
constante en una incubadora BOEKEL 136400 para simular condiciones fisiológicas in 
vitro. Desde las 0 hasta las 72 horas cada 24 horas el poder antibacterial fue evaluado 
para las nanopartículas puras y en interacción mediante su plaqueo en presencia de 
Escherichia coli con la misma metodología descrita en el párrafo anterior. 
3.8. Caracterización estructural 
La evaluación mediante espectroscopía UV-Vis de las AgNPs puras y en interacción 
con las proteínas a diferentes etapas del proceso de las AgNPs se realizó con un 
NanoDrop® ND-1000 usando 2 µL de las muestras a medir. Para todos los casos, los 
resultados presentados son el promedio de tres mediciones y el error corresponde a la 
desviación estándar. Por otro lado, la evaluación de las estructuras proteicas puras y en 
interacción con las AgNPs a diferentes etapas de la metodología se midieron usando un 
Fourier IRTracer–100 FTIR. Las muestras a medir se secaron sobre papel aluminio a 
vacío y posteriormente se midieron con un ATR, en todos los casos, se realizó 
correcciones sobre la humedad y la cantidad de dióxido de carbono en la atmósfera 
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(Sukumaran 2017). La caracterización DLS y potencial zeta se realizó usando un equipo 
Möbiuζ utilizando la dilución de 100 µL de la muestra a medir a un volumen final de 
1000 µL agregando agua destilada. Estas mediciones se hicieron en el laboratorio del 
Dr. Vijay Krishna en Lerner Research Institute de Cleveland Clinic (Ohio, Estados 
Unidos). Las imágenes de TEM se obtuvieron desde un microscopio FEI Tecnal F30 a 
un voltaje de 300 kV, este voltaje es de uso común para las AgNPs y sistemas biológicos 
ya que no afecta su estructura (Juffmann et al. 2017)(Fernández-Busnadiego & Lucic, 
2012). Para todos los casos, las muestras a medir se prepararon colocando 20 uL de la 
suspensión en una rejilla de cobre recubierta con una película de carbono Lacey y luego 
dejadas en reposo durante 60 segundos. Estas mediciones se obtuvieron a través del 
laboratorio del Dr. Vijay Krishna en Lerner Research Institute de Cleveland Clinic y 
fueron realizadas en Swagelok Center en Case Western Reserve University (Ohio, 
Estados Unidos). 
Los siguientes softwares fueron usados para el procesamiento de datos: Igor Pro 3.13 
(WaveMetrics), Statgraphics centurión XV versión 15.2.06 (Statgraphics.Net), 













Capítulo 4  
Resultados y Discusión de Resultados 
4.1. Síntesis de nanopartículas de plata 
4.1.1. Optimización del método de Frens para la síntesis de nanopartículas de plata 
Las nanopartículas fueron sintetizadas por una variación del método de Frens como se 
indica en el apartado 3.4.1. (Síntesis de nanopartículas de plata mediante el método de 
Frens) y para la optimización se evaluó la influencia de los siguientes parámetros: 
tiempo de reacción y concentración de nitrato de plata.  
         a) Usando una solución 0.6 mM de AgNO3. Se evaluó la formación de AgNPs 
mediante espectroscopía UV-Vis cada 5 minutos por un lapso total de 30 minutos para 
la determinación del tiempo de reacción óptimo. Como se muestra en la Figura 10 y 
Tabla 3, los mayores valores de absorbancia se obtuvieron para un lapso de tiempo de 
reacción entre los 20 y 30 minutos alrededor de valores de longitudes de onda 
comprendidos entre los 416.8 y 428.3 nm. Según Paramelle et al. (2014) el valor de 
absorbancia es directamente proporcional a la concentración de nanopartículas de plata 
contenidas en el sistema coloidal y para longitudes de onda máxima comprendidas entre 
los 412.3 y 431.5 nm los diámetros de las nanopartículas de plata están comprendidos 
entre los 40 y 60 nm, respectivamente, asumiendo una forma esférica. Debido a que la 
síntesis de una mayor concentración de AgNPs es requerida para lograr las futuras 
interacciones con las biomóleculas, los valores de absorbancia toman mayor relevancia 
para la elección de un método idóneo de síntesis. Además, siendo la reproducibilidad 
de la síntesis uno de los factores más importantes de la optimización del proceso, la 
evaluación de la desviación estándar para cada uno de los tiempos es realizada. Así, 
siendo los valores de desviación estándar de 0.23, 0.35 y 0.44 para los tiempos de 
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reacción de 20, 25 y 30 minutos, respectivamente, el tiempo de reacción de 20 minutos 
es  elegido como óptimo al presentar una mayor reproducibilidad. 
 
 
Figura 10. Síntesis de nanopartículas de plata usando AgNO3 0.6mM. 
 
Tabla 3 
Longitud de onda máxima y absorbancia de las AgNPs usando AgNO3 a 0.6mM 
 
Tiempo λmáx (nm) Absorbancia (unid. abs.)                  
10min 432.8 ± 8.2 0.04 ± 0.03 
15min 433.3 ± 5.9 0.20 ± 0.15 
20min 428.3 ± 7.0 0.51 ± 0.23 
25min 420.0 ± 5.0 0.79 ± 0.35 
























Longitud de onda (nm)
 AgNPs 5 minutos
 AgNPs 10 minutos
 AgNPs 15 minutos
 AgNPs 20 minutos
 AgNPs 25 minutos
 AgNPs 30 minutos
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b) Usando una solución 0.8 mM de AgNO3. Se evaluó la formación de AgNPs 
mediante espectroscopía UV-Vis cada 5 minutos por un lapso total de 30 minutos para 
la determinación del tiempo de reacción óptimo. Como se muestra en la Figura 11 y 
Tabla 4, los mayores valores de absorbancia se obtuvieron para un lapso de tiempo 
entre los 15 y 20 minutos a longitudes de onda alrededor de los 424.5 y 429 nm. Para 
tiempos de reacción mayores a los 20 minutos se observa la formación de ruido en el 
espectro debido a la alta concentración de AgNPs en el sistema que no puede ser medido 
correctamente por el espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000 (Taylor, 2014)(Thermo 
Fisher Scientific, 2010). Siguiendo los mismos criterios de evaluación descritos en el 
apartado anterior, el tiempo de 15 minutos es elegido como óptimo debido a la mejor 
reproducibilidad del proceso de síntesis. 
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Longitud de onda máxima y absorbancia de las AgNPs usando AgNO3 a 0.8mM 
 
Tiempo λmáx (nm) Absorbancia (unid. abs.) 
10min 431.8 ± 1.5 0.34 ± 0.28 
15min 429.0 ± 4.0 0.76 ± 0.36 
20min 424.5 ± 5.2 1.09 ± 0.41 
 
c) Usando una solución 1.0 mM de AgNO3. Se evaluó la formación de AgNPs 
mediante espectroscopía UV-Vis cada 5 minutos por un lapso total de 30 minutos para 
la determinación del tiempo de reacción óptimo. Como se muestra en la Figura 12 y 
Tabla 5, los mayores valores de absorbancia se obtuvieron para un lapso de tiempo 
entre los 15 y 25 minutos a longitudes de onda alrededor de los 417.5 y 418.38 nm. 
Para un tiempo de reacción 30 minutos se detectó ruido en la medición 
espectrofotométrica. A comparación de la síntesis de AgNPs usando concentraciones 
de 0.6 y 0.8 mM de AgNO3, con 0.1 mM de AgNO3 se obtuvieron las menores 
desviaciones estándares para los valores de longitud de onda máxima y absorbancia 
para todos los tiempos evaluados denotando una mayor reproducibilidad del proceso en 
general. Para un tiempo de reacción de 20 minutos se obtuvo una mayor 
reproducibilidad en cuanto a los valores de absorbancia obtenidos en relación a una 
menor desviación en cuanto a la longitud de onda por lo que este tiempo de reacción 











Longitud de onda máxima y absorbancia de las AgNPs usando AgNO3 a 1.0mM 
 
Tiempo λmáx (nm) Absorbancia (unid. abs.) 
10min 429.6 ± 5.0 0.34 ± 0.06 
15min 418.8 ± 4.5 0.79 ± 0.11 
20min 417.5 ± 3.8 0.91 ± 0.12 
25min 418.8 ± 2.9 1.17 ± 0.17 
 
 
Los valores de absorbancia y longitudes de onda para los tiempos de reacción a cada 
una de las concentraciones de AgNO3 0.6, 0.8 y 1.0 mM fueron de: 0.51 ± 0.23 y 428.3 
± 7.0 nm, 0.76 ± 0.36 y 429.0 ± 4.0 nm y 0.91 ± 0.12 y 417.5 ± 3.8 nm, respectivamente. 
Dado a que los valores de absorbancia y de longitud de onda presentan una menor 
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con una baja distribución, los parámetros óptimos para la síntesis de AgNPs son: un 
tiempo de reacción de 20 minutos para una concentración de 1.0 mM de AgNO3.  
Para verificar la reproducibilidad del proceso, la síntesis se realizó por triplicado 
mostrándose los espectros UV-Vis en la Figura 13. La Tabla 6 muestra los valores 
promedios y desviaciones estándares para la absorbancia, longitud de onda máxima y 
FWHM (anchura a media altura, del inglés Full Width at Half Maximum) de los tres 
espectros además del porcentaje de variación para cada uno de los valores. Dado que 
los porcentajes de variación son de 5.55 y 0.71 % para la absorbancia y longitud de 
onda máxima, respectivamente, se corrobora la reproducibilidad del proceso. Además, 
debido a que el FWHM es un indicador de la distribución del tamaño de nanopartículas 
en el sistema, donde a un mayor FWHM, se presenta una más amplia distribución de 
tamaños (Šileikaite, Puišo, Prosycevas & Tamulevicius, 2009) y el porcentaje de 
variación de este valor es del 4.31%, se obtiene que en la metodología de síntesis 
















Datos espectrofotométricos y porcentaje de variación de la reproducibilidad de 
síntesis 
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4.1.2. Comparación del método de Frens y el método regular 
La AgNPs sintetizadas mediante el método de Frens y el método regular mostraron un 
color amarillento característico, pero se evidenció una diferencia en la intensidad de 
color como es mostrado en la Figura 14.  Esta diferencia de coloración fue estudiada 
mediante el cálculo de la diferencia de concentración, espectroscopía UV-Vis, DLS y 




Figura 14. AgNPs sintetizadas mediante (a) Método regular y (b) Método de Frens. 
 
 
4.1.2.1. Cálculo de la concentración de AgNPs 
La concentración final de plata en gramos/L puede ser estimada según la ecuación: 𝑀(𝐴𝑔) = 𝐶(𝐴𝑔) 𝑥 𝑉 (𝐴𝑔) 𝑥 108𝑉 (𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙)  
 (Ecuación 3) 
Donde:                 M(Ag) es la concentración de plata en la solución final 
                         C(Ag) es la concentración de la solución de nitrato de plata 
                             V(Ag) es el volumen de la solución de nitrato de plata 
                                      V(total) es el volumen total de la solución 
                       108 representa el valor del peso atómico de la plata (108 g/mol) 
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Reemplazando los valores usados en el método de Frens, donde un volumen de 50 mL 
de AgNO3 1 mM reaccionó con 500 µL de citrato de sodio 0.189 M, se obtiene una 
concentración de 0.107 g Ag/L. Para el método regular, donde se usó un volumen de 
50 mL de citrato de sodio 7mM en conjunto con 8.8 mL de AgNO3 2 Mm, se obtiene 
una concentración de 0.032 g Ag/L. Estos resultados concuerdan con la diferencia de 
la intensidad de coloración mostrada en la Figura 14, donde a una mayor intensidad de 
color denota una mayor concentración de NPs (Paramelle et al., 2014). Así, para el 
método de Frens que presenta un color amarillo más intenso se obtuvo una 
concentración de AgNPs de más de tres veces mayor que el método regular. 
4.1.2.2. Espectroscopía UV-Vis 
La Figura 15 muestra los espectros UV-Vis obtenidos con un NanoDrop ND-1000 de 
las AgNPs sintetizadas mediante los métodos de Frens y regular. Así mismo, la Tabla 
7 resume los datos espectrofotométricos de absorbancia, longitud de onda máxima y 
FWHM obtenidos para cada método de síntesis. 
 

























Comparación de los datos espectrofotométricos obtenidos por cada método de 
síntesis 
 
 Absorbancia (unid. abs.) λ máx (nm) FWHM (nm) 
Método de Frens 0.9 ± 0.05 418 ± 3 116 ± 5 
Método regular 0.2 ± 0.05 427 ± 7 123 ± 7 
 
 
Debido a la mayor intensidad de absorbancia del espectro de las AgNPs sintetizadas 
mediante el método de Frens mostrado en la Figura 15 se infiere que el método de 
Frens produce AgNPs en concentraciones mayores que el método regular (Paramelle et 
al., 2014). Además, como se muestra en la Tabla 7, el método de Frens produce AgNPs 
a una longitud de onda máxima de 418 ± 3 nm, a diferencia de las AgNPs del método 
regular que se ubican a los 427 ± 7 nm. Esta menor longitud de onda hace referencia a 
la síntesis de AgNPs de menor diámetro donde la longitud de onda máxima alrededor 
de los 420.9 nm está asociada a AgNPs de 50 nm de diámetro, mientras que para los 
alrededores de los 431.5 nm a AgNPs de 60 nm de diámetro (Paramelle et al., 2014).  
Por otro lado, el menor valor de FWHM que es relacionado a la dispersión de tamaño 
de las AgNPs (Šileikaite et al., 2009) denota que las AgNPs sintetizadas mediante el 
método de Frens presentan una menor dispersión de tamaño que las AgNPs sintetizadas 
mediante el método regular. 
El espectro de las AgNPs sintetizadas mediante los dos métodos mostrado en la  
Figura 15 indica la presencia de una distribución bimodal del tamaño de partículas en 
los sistemas lo cual es atribuible a la presencia de dos picos en el espectro, un pico 
centrado alrededor de los 350 nm y otro, alrededor de los 420 nm. Según Agnihotri, 
Mukherji y Mukherji (2014) y Zheng et al. (2001), mientras el primer pico es 
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relacionado a AgNPs con diámetros menores de 10 nm, el segundo pico a AgNPs con 
diámetros de 50 nm. En orden de confirmar los tamaños de las AgNPs obtenidas estas 
fueron caracterizadas mediante DLS. 
4.1.2.3. Dispersión dinámica de luz (DLS) 
La Figura 16 muestra los diámetros hidrodinámicos de las AgNPs obtenidas por cada 
método de síntesis donde para cada método se obtuvo dos grupos de tamaños. Como se  
 
Figura 16. Radio de las AgNPs sintetizadas mediante los métodos de Frens y regular. 
 
observa en la figura, con el método de Frens se obtuvieron dos distribuciones de 
tamaños de AgNPs centrados alrededor de los 5.8 nm y 68.6 nm, mientras que para las 
AgNPs sintetizadas por el método regular se obtuvieron dos distribuciones de tamaños 
centrados alrededor de los 3.1 nm y 102.2 nm. Estos valores coinciden con la presencia 
de los dos picos reportados en el espectro UV-Vis de la Figura 15 y la mayor diferencia 
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de tamaños obtenidos mediante el método regular concuerda con el mayor valor de 
FWHM obtenido en el espectro UV-Vis y reportado en la Tabla 7. 
4.1.2.4. Potencial zeta 
La estabilidad a largo plazo de las AgNPs se evaluó mediante el valor de potencial zeta. 
Como es reportado por Saeb et al. (2014) y Bhattacharjee (2016) esta técnica sólo 
evalúa los efectos electrostáticos e indica la carga superficial de las NPs. Así, las NPs 
con altos valores de zeta potencial absolutos presentan mayores fuerzas de repulsión 
evitando su agregación y posterior floculación, siendo de esta manera más estables. 
Mientras que las NPs con bajos valores de potencial zeta absolutos ocurre el efecto 
contrario. De esta manera, las NPs con potenciales zeta de ± 0-10 mV, ± 10-20 mV y ± 
20-30 mV son consideradas altamente inestables, relativamente estables y 
moderadamente estables, respectivamente. Dado que las AgNPs sintetizadas mediante 
el método regular presentaron un valor de zeta potencial de -1.3 ± 0.3 mV, mientras 
que para el método de Frens se obtuvo un valor de -27.7 ± 0.3 mV, el análisis de los 
valores de zeta potencial obtenidos indica que las suspensiones de AgNPs preparados 
mediante el método de Frens son más estables. 
4.1.2.5. Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) 
Como se muestra en la micrografía de la Figura 17, las AgNPs más grandes presentaron 
un diámetro alrededor de los 50 nm confirmando el análisis realizado mediante 








Figura 17. Micrografía mediante TEM de las AgNPs sintetizadas mediante Frens. 
 
4.2. Estudio de las nanopartículas de plata en interacción con BSA 
Las AgNPs interaccionaron con diferentes concentraciones de BSA como se resume en 
la Tabla 8. Las soluciones continuaron mostrando un color amarillento característico 
de las AgNPs, pero como se muestra en la Figura 18 una coloración ligeremente marrón 
se observó dependiendo de las cantidades de BSA en interacción. Estos cambios se 
evaluaron mediante espectroscopía UV-Vis, DLS, Zeta Potencial y TEM. 
 
Tabla 8 







moles de BSA 
Número de 








19.12 2.81x10-7 0.017 
20.20 2.97x10-7 0.018 
52.00 7.64x10-7 0.046 







Figura 18. AgNPs en interacción con (a) 0, (b) 8.59, (c) 19.12, (d) 20.20 y (e) 52.00 mg de BSA.  
Las burbujas son producidas durante la agitación el BSA no disuelto. 
 
4.2.1. Espectroscopía UV-Vis 
En la Figura 19 se muestra el espectro UV-Vis de las AgNPs puras y después de su 
interacción con BSA acorde a la Tabla 8. Para las AgNPs puras se obtuvo una longitud 
de onda máxima alrededor de los 420 nm (espectro 1 de la Figura 19). Además, para 
relaciones molares menores a 0.018 (espectros 2-4 de la Figura 19) se observó un 
decrecimiento de la intensidad de absorbancia a la misma longitud de onda y la 
aparición de un “hombro” por encima de los 500 nm lo cual es asociado a la formación 
de AgNPs de mayor tamaño (Paramelle et al., 2014). Estos cambios fueron también 
visualmente perceptibles como se muestra en la Figura 18 (muestras b y c) donde la 
ligera coloración marrón es asociada a una mayor distribución de tamaños de AgNPs 
(Khan, Tareq, Hossen & Roki, 2018). Por otro lado, se observó un cambio en la forma 
del espectro alrededor de los 400 nm, sin embargo, el origen de estos cambios no fue 
elucidado. A concentraciones más altas de BSA (espectros 5-6 de la Figura 19) también 
se observó una disminución de la intensidad de absorbancia de las AgNPs, aunque no 
la formación de un hombro por encima de los 500 nm lo que sugiere que a mayores 
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concentraciones de BSA no existe coalescencia de las AgNPs y, por lo tanto, 
crecimiento de estas. 
 
 
Figura 19. Espectro UV-Vis de las 6 muestras de AgNPs en interacción con diferentes concentraciones 
de BSA. Posible esquema de interacción donde a menores concentraciones de BSA hay un 
desestabilización de las AgNPs y se promueve la formación de un hombro alrededor de los 500 nm, 
mientras que a menores de concentración de BSA no hay una desestabilización de las AgNPs. 
 
La Figura 20A muestra los cambios de longitud de onda máxima y absorbancia en 
relación a diferentes radios molares BSA:AgNPs. Como se observa en la figura, existen 
dos tendencias: mientras que para concentraciones de BSA menores de 20.20 mg/mL, 
el incremento de la relación molar BSA:AgNPs resulta en un blue shift (corrimiento a 
menores longitudes de onda) y una disminución en la absorbancia, para concentraciones 
de BSA mayores de 20.20 mg/mL ocurre el efecto inverso, es decir, hay un aumento de 
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los valores espectrofotométricos hacia la longitud de onda máxima y absorbancia 
originales. Dado que el experimento es llevado a pH 7, un valor de pH mayor a el punto 
isoeléctrico de BSA que es pH 4.7 (Salis et al., 2011), el BSA presenta una carga total 
negativa. Según Ravindran, Chandran y Khan (2013), los cambios tanto en absorbancia 
y longitud de onda máxima mostrados en la Figura 20A tienen origen en la interacción 
entre las AgNPs y los grupos funcionales cargados negativamente del BSA a través de 
fuerzas electrostáticas y de Van der Waals, donde el BSA desplaza los citratos que 
originalmente estabilizaban a las AgNPs. En el presente trabajo se propone que el 
desplazamiento del citrato puede llevarse a cabo incluso en presencia de pequeñas 
concentraciones de BSA, cuales no son suficientes para estabilizar a todas las AgNPs 
resultando así en su coalescencia. Además, es posible que el cambio de la absorbancia 
de las AgNPs en interacción con BSA sea debido a los cambios del efecto plasmónico 
en la superficie de las NPs. Por otro lado, según Banerjee y Das (2013) los efectos blue 
shift y red shit (corrimiento a mayores longitudes de onda) de las AgNPs en interacción 
con proteínas es dependiente de la concentración de la proteína respecto a la cantidad 
de NPs. Por último, para una concentración de 20.20 mg/mL de BSA o una relación 
molar de 0.018 se obtuvo la menor intensidad de absorbancia y el punto común entre 
las dos tendencias descritas, lo que, según Banerjee y Das (2013), Karthiga, 
Chandrasekaran y Mukherjee (2017) y Mariam, Dongre y Kothari (2011), denotaría 







Figura 20. (A) Longitud de onda máxima y absorbancia en función a las relación molar BSA:AgNPs, 
(B) Radios hidrodinámicos de los dos tamaños de las AgNPs en interacción con 8.59, 20.20 y 65.00 mg 






4.2.2. Dispersión dinámica de luz (DLS)  
Los radios hidrodinámicos promedios y desviaciones estandares de las AgNPs puras y 
en interacción con BSA obtenidos mediante DLS son mostrados en la Figura 20B. Se 
observa que las AgNPs puras presentaron dos radios hidrodinámicos distintos de 4.8 ± 
0.7 nm (90.75 % de masa) y de 42.3 ± 3.3 nm (9.25 % de masa) con un índice de 
polidispersidad de 0.3. Por esta razón, se evaluaron los cambios para los dos tamaños 
de AgNPs en interacción con 8.59, 20.20 y 65.00 mg BSA los cuales representan 
relaciones molares BSA:AgNPs de 0.008, 0.018 y 0.57, respectivamente. En ambos 
casos, se encontró un mayor radio hidrodinámico para las AgNPs en interacción con 
20.20 mg de BSA, lo que confirma lo descrito en el apartado anterior que a esta 
concentración el BSA sin ningun tipo de desplegamiento interacciona con las AgNPs. 
Por otro lado, para concentraciones menor de 20.20 mg BSA se observa un crecimiento 
de radio hidrodinámico lo que confirma lo obervado mediante espectroscopía UV-Vis 
(Figura 19). Por último, para cantidades superiores a 65.00 mg de BSA, se propone que 
el aumento de aglomeración disminuye la interacción con BSA conduciendo a un radio 
hidrodinámico más bajo. 
4.2.3. Potencial zeta  
De acuerdo a lo propuesto en la sección 4.2.1. (Espectroscopía UV-Vis) una pequeña 
concentración de BSA es capaz de desplazar a los citratos que recubren a las AgNPs y 
de est manera desestabilizarlas. Los valores de zeta potencial mostrados en la Figura 
20C concuerdan con esta hipótesis donde a pequeñas concentraciones de BSA (8.59 
mg/mL) se observa un decrecimiento substancial del zeta potencial de las AgNPs. Por 
otro lado, a mayores concentraciones de BSA también se obtiene una desestabilización 
del sistema, pero en menor medida. Las AgNPs puras mostraron tener una estabilidad 
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moderada (entre -20 y -30 mV), mientras que las AgNPs en interacción con BSA 
presentaron un zeta potencial asociado a una alta inestabilidad de NPs (entre 0 y -10 
mV) (Bhattacharjee, 2016). Es importante destacar que el potencial zeta solo toma en 
consideración los efectos electrostáticos, aunque en este caso las interacciones de Van 
der Waals deben ser lo suficientemente fuertes como para estabilizar a las AgNPs 
(Bhattacharjee, 2016)(Ravindran, Chandran & Khan, 2013). Como es reportado por 
Saeb et al. (2014), la estabilidad de las AgNPs expuestas a sistemas biológicos no 
concordaron a la estabilidad predicha mediante zeta potencial, donde más ensayos a 
nivel bioquímico y molecular fueron necesarios para entender dicho fenómeno. 
4.2.4. Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) 
Dado que la mayor estabilidad de las AgNPs corresponde a una interacción con 20.20 
mg de BSA, se realizó la medición en TEM para esta concentración, tal como se 
muestra en la Figura 21. De acuerdo con nuestras mediciones espectroscópicas, se 









4.3. Estudio de las nanopartículas de plata en interacción con rh EGF 
4.3.1. En el medio de síntesis 
Las AgNPs interaccionaron con diferentes cantidades de rh EGF, las masas de rh EGF 
usadas en la síntesis y en interacción con las AgNPs se muestra en la Tabla 9, mientras 
en la Tabla 10 se resume los número de moles de rh EGF y AgNPs en interacción. Bajo 
las condiciones del medio de síntesis, estas interacciones se evaluaron mediante 
espectroscopía UV-Vis, FTIR y TEM. 
 
Tabla 9 
Nombre de las muestras y masas de rh EGF usados 
 
Nombre de la muestra 
Masa rh EGF usada en 
la síntesis (ng) 
Masa rh EGF en interacción 
con las AgNPs (ng) 
AgNPs 1000 ng EGF 1061.25 1060.25 
AgNPs 2500 ng EGF 2476.25 2456.25 
AgNPs 4000 ng EGF 3891.25 3667.25 
 
Tabla 10 
Concentraciones y relaciones molares de AgNPs y rh EGF 
 
Nombre de la muestra 
Número de moles de 
 rh EGF en interacción 
Número de 
moles de AgNPs 
Relación molar 
rhEGF:AgNPs  
AgNPs 1000 ng EGF 1.06x10-10 
1.67x10-5 
0.63x10-5 
AgNPs 2500 ng EGF 2.45x10-10 1.47x10-5 
AgNPs 4000 ng EGF 3.66x10-10 2.20x10-5 
 
 
4.3.1.1. Espectroscopía UV-Vis 
En la Figura 22 se muestra el espectro UV-Vis de las AgNPs puras y después de su 
interacción con rh EGF de acuerdo a la Tabla 10. La Tabla 11 resume los datos 
espectrofotométricos obtenidos a partir del espectro. Según lo reportado en la sección 
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4.2.1. (Espectroscopía UV-Vis) y lo reportado por Shrivastava y Dash (2010), Mariam, 
Dongre y Kothari (2011), Wang et al. (2017), Dasgupta et al. (2016), Banerjee y Das 
(2013), entre otros, los espectros UV-Vis de las AgNPs en interacción con proteínas es 
dependiente de la concentración de la proteína con la que interacciona 
independientemente de su masa molecular o su estructura conformacional. Además, el 
tipo de interacción con las NPs, el estado de agregación y tamaño de las NPs también 
dependerá directamente de la cantidad de proteína. Las AgNPs en interacción con una 
creciente concentración de proteínas mostrarán el efecto “dip and rise” (frase en inglés 
que significa “disminución e incremento”) de la intensidad de absorbancia en el 
espectro UV-Vis, este efecto es claramente observado en lo descrito en la sección 4.2.1. 
(Espectroscopía UV-Vis) para la interacción de las AgNPs con BSA. Sin embargo, 
como es observado en la Figura 22, para el caso de las AgNPs con rh EGF solo es 
observado el efecto de disminución de la absorbancia, debido a que los ensayos fueron 
realizados solo en un rango bajo y cercano de concentración de rh EGF. Esto es 
fácilmente observable en la comparación de las relaciones molares de la Tabla 8 y 
Tabla 10. Según lo detallado por Banerjee y Das (2013) quienes describen el aspecto 
teórico de la dependencia de la intensidad de absorbancia a la longitud de onda y tamaño 
de las NPs, se establece que un incremento del radio de la NP debido a su interacción 
con cantidades bajas de proteínas (se asume una cantidad menor a 1 µM) conducirá a 
un efecto red shift de la longitud de onda acompañado de un decrecimiento de la 
absorbancia; sin embargo, una variación de tamaño de NP menor de 10 nm a causa de 
la interacción de la NP con una cantidad de proteína en un rango de 1 a 30 µM conduce 
a un decrecimiento de la intensidad de absorbancia sin cambios significativos de la 
longitud de onda. Estas predicciones son corroboradas con los resultados obtenidos, 
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donde los ensayos fueron realizados hasta una concentración de 0.8 µM de rh EGF y 
como se observa en la Figura 22 y Tabla 11, se obtuvo un red shift de 15 nm 
acompañado a una disminución de la absorbancia y un aumento del FWHM. Aunque 
las causas del aumento en el tamaño de la NPs por efecto de pequeñas concentraciones 
de proteínas no han sido totalmente definidas, se presume que debido a que el 
experimento se lleva a cabo a un pH 7, un valor de pH mayor a el punto isoeléctrico del 
rh EGF que es pH 4.43 (Kim, Lim, Lim, Kim & Jeong, 2014), el rh EGF presenta una 
carga total negativa e interacciona con las AgNPs mediante fuerzas electrostáticas, Van 
der Waals (Ravindran, Chandran & Khan, 2013) y sobre todo interacciones 
hidrofóbicas (Banerjee & Das, 2013), al igual que en el caso del BSA, se propone que 
a incluso en presencia de pequeñas concentraciones, el rh EGF desplaza a los citratos 
que originalmente estabilizaban a las AgNPs, cuales no son suficientes para estabilizar 
a todas las AgNPs resultando así en su coalescencia. Este proceso explicaría también la 
mayor distribución de tamaño denotada por el aumento del FWHM a mayor presencia 
de proteína (Šileikaite et al., 2009). Por otro lado, según Zhou et al. (2013) el red shift 
obtenido en la espectro mostrado en la Figura 22 evidencia la adhesión del rh EGF a la 
superficie de las AgNPs, confirmando la formación de las AgNPs en interacción con rh 
EGF. Otro aspecto a resaltar es que los valores de longitud de onda máxima y FWHM 
de las AgNPs no varían significativamente en presencia de cualquiera de las cantidades 
de rh EGF. Dada la diferencia que en el caso de las AgNPs en interacción con BSA se 
obtuvo un efecto inicial de blue shift, mientras que en el caso de la interacción con rh 
EGF se obtuvo un red shift, esta podría ser explicada por la diferencia de los índices de 
refracción de cada medio (Castillo, 2005), aunque se requiere una mayor 









Datos espectrofotométricos de las AgNPs en interacción con rh EGF 
 
 Absorbancia (unid. abs.) λ máx (nm) FWHM (nm) 
AgNPs puras 0.324 ± 0.005 422.5 ± 1.5 111 ± 3 
AgNPs 1000 ng EGF 0.295 ± 0.007 437.5 ± 4.0 126 ± 3 
AgNPs 2500 ng EGF 0.282 ± 0.005 437.5 ± 2.5 123 
AgNPs 4000 ng EGF 0.268 ± 0.001 437.5 ± 4.5 126 
 
 
La estabilidad de las AgNPs se evaluó mediante espectroscopía UV-Vis hasta los 7 
días posteriores a su síntesis como se muestra en la Figura 23. Se obtuvo una 
disminución de alrededor de 0.02 unidades de absorbancia para todas las muestras 































 AgNPs + 1000 ng EGF
 AgNPs + 2500 ng EGF
 AgNPs + 4000 ng EGF
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con rh EGF se obtuvo una longitud de onda máxima de 439 nm (1.5 nm más al 
promedio inicial). Debido a que la variación de los parámetros no fue significativa se 
puede afirmar que las AgNPs en interacción con rh EGF fueron estables hasta a 7 días 
de su síntesis (Ray et al., 2015). 
 
 
Figura 23. Espectros UV-Vis de las AgNPs puras y en interacción con rh EGF 7 días después  
de sus síntesis. 
 
4.3.1.2. Espectroscopía FTIR 
Como fue descrito en la sección 1.2.2.2. (Factor de crecimiento epidermal), el rh EGF 
contiene 3 puentes bisulfuros (conformación parte de la estructura terciaria) cuales son 
fundamentales para la afinidad con el receptor (EGFR) a cual se enlaza a través del 
fragmento bucle-B (sitio específico de enlace, conformación parte de la estructura 
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secundaria), lograr la interacción del rh EGF a las AgNPs podría afectar estas 
estructuras por lo que es preciso la evaluación estructural del polipéptido en orden de 
evaluar su posible funcionalidad y eficacia de uso  (Bhattacharjee et al., 
2017)(Esquirol-Caussa et al., 2017)(Yang et al., 2004). Como es reportado por Yang 
et al. (2015), Garidel y Schott (2006), Fasasi, Mirjankar y Fasasi (2015), Kong y Yu 
(2007) y Sukumaran (2017) la evaluación mediante espectroscopía FTIR de la banda 
de la amida I (1700 – 1600 cm-1) constituye el método más usado para la evaluación 
de la estructura secundaria de proteínas y polipéptidos, esto debido a su mayor 
sensibilidad y factor vibracional originado de  la vibración del estiramiento C=O (70–
85%) acoplado en fase a la flexión del enlace N-H y el estiramiento del enlace C-N. 
Según Yang et al. (2004) y Bhattacharjee et al. (2017) las bandas en la región de la 
amida I para el rh EGF son las siguientes: 1677, 1638, 1632, 1624 y 1613 cm-1 para 
las láminas beta; 1684, 1666 y 1660 a las vueltas reversas; 1654 cm-1 a las estructuras 
bucle y 1645 cm-1 a los espirales azarosos. La Figura 24 muestra la absorbancia para 
la región de la amida I de las AgNPs puras y en interacción con 1000, 2500 y 4000 ng 
de rh EGF, como se puede observar se detectaron bandas a los 1681, 1666, 1649, 1635 
y 1618 cm-1, debido a la sensibilidad del equipo Fourier IRTracer–100 FTIR y a la 
preparación de la muestra (Baker, Trevisan, Bassan, Bhargava & Butler, 2015) la cuál 
fue secada sobre papel aluminio y no sobre BaF2 o CaF2 (Bhattacharjee et al., 
2017)(Baker et al., 2015) no se logró la nitidez esperada, obteniéndose que la banda a 
los 1681 cm-1 constituía el promedio de las bandas 1677 y 1684 cm-1 representando a 
las láminas beta y vueltas reversas, a los 1666 cm-1 solo a las vueltas reversas, a los 
1649 cm-1 era el promedio de las bandas 1654 y 1645 cm-1 representando a los bucles 
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y espirales azarosos y a los 1635 cm-1, promedio de 1638 y 1633 cm-1, y a los 1618 
cm-1, promedio de 1624 y 1613 cm-1, representan solo a las láminas beta. 
 
Figura 24. Espectros FTIR en la región amida I de las AgNPs puras y en interacción con rh EGF. 
 
Para lograr una mejor resolución de las bandas se determinó la segunda    
derivada del espectro (Griffiths, 1981) a través de la función “differentiate” del software 
Igor Pro 3.13, la gráfica de la segunda derivada y su correlación a la estructura 
secundaria se muestra en la Figura 25. Como se muestra en la Figura 25 para las AgNPs 
puras no se obtuvo bandas en la región de la amida I, sin embargo, para se observa 
mayores intensidades de absorbancia de manera directamente proporcional a la 
cantidad de rh EGF en interacción con las AgNPs. Según lo reportado por Bhattacharjee 
et al. (2017) mientras mayor es la cantidad de rh EGF cargadas sobre las NPs se logra 
una mayor interacción rh EGF – rh EGF lo que ocasiona menos cambios en su 
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estructura, además, la mayor presencia de estructuras bucles y láminas beta indicarían 




Figura 25. Segunda derivada de los espectros FTIR  de diferentes cantidades de rh EGF. 
 
En base a esta afirmación y a la Figura 25 se presume que los mayores valores de 
intensidad de absorbancia a cantidades mayores de rh EGF denotan la mayor presencia 
de estructuras bucles y láminas beta lo que indicaría la mayor estabilidad del rh EGF, 
menores cambios en su estructura y mejor adhesión a la superficie de las AgNPs. Por 
otro lado, debido a que las estructuras bucles son mantenidas durante la interacción, es 
posible que el fragmento bucle-B, sitio específico de enlace con el EGFR, mantenga su 
estabilidad y el polipéptido mantenga su actividad biológica. Por último, basado en un 
razonamiento inverso de lo descrito por Tetenbaum y Miller (2001) la estabilización de 
la estructura secundaria podría indicar que no ha habido modificaciones sustanciales en 
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la estructura terciaria por lo que el puente bisulfuro necesario para lograr la afinidad 
entre el rh EGF y el EGFR tampoco podría haberse habido afectado, aunque se 
requieren más pruebas a nivel molecular y biológico para verificar estas afirmaciones. 
4.3.1.3. Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) 
Según lo indicado por Zhou et al. (2013), la nebulosa que cubre las AgNPs en las 
Figuras 27, 28 y 29 corresponden al rh EGF lo que indica su exitosa adhesión a las 
AgNPs. Además, como se observa a través de las Figuras 27, 28 y 29, el rh EGF no 
interacciona con todas las AgNPs, notándose con mayor claridad en las Figuras 28 y 
29 un incremento del tamaño de las AgNPs sin interacción con rh EGF. Este hecho es 
coherente a lo observado en el espectro UV-Vis de la Figura 22 y lo planteado en la 
sección 4.3.1.1. (Espectroscopía UV-Vis). Por otro lado, las imágenes muestran la 
mayor aglomeración de rh EGF sobre la superficie de las AgNPs a mayores cantidades 
de rh EGF, lo que mejoraría la estabilidad del polipéptido y es correlativo a lo planteado 

































Figura 29. Micrografía mediante TEM de las AgNPs en interacción con 4000 ng de rh EGF. 
 
 
4.3.1.4. Eficiencia de carga 
La eficiencia de carga se calculó mediante ensayo de ELISA rh EGF. Los valores de la 
curva estándar obtenidas mediante el software Microplate Manager® son mostrados en 
la Tabla 12 y la ecuación de la recta en Ecuación 4. 
 
Tabla 12 
Valores de la curva estándar del ensayo de ELISA rh EGF 
Concentración 
(rh EGF pg/mL) 
1000 333.3 111.1 37.04 12.35 4.12 1.37 0 
Absorbancia 2.369 2.394 2.388 2.324 2.300 1.004 1.049 0.071 
 
 
Concentración rh EGF (pg/mL) = (A-D) / (1+(Absorbancia/C)B)+D 
Donde: A= 0,071, B= 1,072 (+/-0,331), C= 2,919 (+/-0,811) y  D= 2,394 
(Ecuación 4) 
 
Se obtuvo valores de intensidad de absorbancia de 0.607, 1.775 y 2.300 para las AgNPs 
en interacción con 1061.25 ng (AgNPs 1000 ng EGF), 2476.25 ng (AgNPs 2500 ng 
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EGF) y 3891.25 ng (AgNPs 4000 ng EGF), respectivamente. Estos valores fueron 
reemplazados en la Ecuación 4 después de tomar en consideración las diluciones 
realizadas y se obtuvieron las siguientes cantidades de rh EGF en los sobrenadantes: 1 
ng, 20 ng y 224 ng de rh EGF para las muestras AgNPs 1000 ng EGF, AgNPs 2500 ng 
EGF y AgNPs 4000 ng EGF, respectivamente. Estos valores y los porcentajes de 
eficiencia de carga para cada muestra son resumidos en la Tabla 13. 
 
Tabla 13 
Porcentaje de eficiencia de carga de rh EGF sobre las AgNPs 
 
 
Masa de EGF usada 
en la síntesis (ng) 
Masa de EGF cargadas 
sobre las AgNPs (ng) 
% Eficiencia 
de carga 
AgNPs 1000 ng EGF 1061.25 1060.25 99.90 
AgNPs 2500 ng EGF 2476.25 2456.25 99.20 
AgNPs 4000 ng EGF 3891.25 3667.25 94.24 
 
 
4.3.2. En medio fisiológico 
4.3.2.1. Espectroscopía UV-Vis 
Las AgNPs puras y en interacción con 1000 ng de rh EGF fueron expuestas a PBS 
0.1%W/V BSA a 37ºC para simular condiciones fisiológicas como es descrito en la 
sección 3.6.2. (Liberación de rh EGF desde las AgNPs). Las muestras finales se 
caracterizaron mediante espectroscopía UV-Vis para evaluar su estabilidad, los 
espectros son mostrados en la Figura 30. Las AgNPs puras presentaron una longitud 
de onda máxima de 424 nm, la misma longitud de onda máxima que en el medio de 
síntesis (véase Tabla 11) y una absorbancia de 0.07. Por otro lado, las AgNPs en 
interacción con 1000 ng de rh EGF mostraron una longitud de onda máxima de 439 nm 
la cual está en el rango previsto en la Tabla 11 y una absorbancia de 0.12. La menor 
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absorbancia de las AgNPs y la formación de hombros entre los 500 y 700 nm indican 
la desestabilización de las AgNPs causada por la presencia del medio salino cual 
desestabiliza la bicapa eléctrica que protege a las NPs causando su coalescencia y la 
formación de AgNPs de mayores tamaños (Thanh, 2014). Por último, el aumento de 
absorbancia de las AgNPs en interacción con 1000 ng de rh EGF es contraria a la 
observada en el medio de síntesis y coherente a lo presentado en la discusión de la 
sección 4.3.1.1. (Espectroscopía UV-Vis) en la cual se propone que hay un 
desplazamiento del citrato que protege las AgNPs por parte del rh EGF protegiéndola 




Figura 30. Espectro UV-Vis de las AgNPs puras y en interacción con rh EGF en medio fisiológico. 
 
 
4.3.2.2. Liberación de rh EGF desde las AgNPs 
Las AgNPs en interacción con las diferentes cantidades de rh EGF fueron expuesta a 
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de rh EGF desde las AgNPs). Los sobrenadantes a las 12, 24, 48 y 72 horas fueron 
evaluados mediante ELISA rh EGF. Los valores de absorbancia obtenidos son 
resumidos en la Tabla 14 y los valores de las concentraciones en pg/mL en la Tabla 15.  
 
Tabla 14 
Absorbancia del rh EGF liberado desde las AgNPs a diferentes tiempos 
 
 Tiempo 
 12 hrs. 24 hrs. 48 hrs. 72 hrs. 
AgNPs 1000 ng EGF 1.751 1.510 1.527 1.042 
AgNPs 2500 ng EGF 1.498 1.293 0.915 0.138 




Concentración del rh EGF en pg/mL liberado desde las AgNPs a diferentes tiempos 
 
 Tiempo 
 12 hrs. 24 hrs. 48 hrs. 72 hrs. 
AgNPs 1000 ng EGF 7.1502 4.5986 4.7342 2.1435 
AgNPs 2500 ng EGF 4.5058 3.2172 1.5534 0.1097 
AgNPs 4000 ng EGF 5.6882 3.4822 1.8782 1.2448 
 
 
Dado que para la medición de las muestras se realizaron las siguientes diluciones: 14 
µL de AgNPs 1000 ng EGF a un volumen final de 15 mL, 10 µL de AgNPs 2500 ng 
EGF a un volumen final de 25 mL y 10 µL de AgNPs 2500 ng EGF a un volumen final 
de 36 mL, se realizaron los cálculos respectivos para determinar la cantidad de rh EGF 
liberado para cada una de los tiempos los cuales son resumidos en la Tabla 16. Además, 
la Figura 31 muestra la cantidad de rh EGF liberado a cada tiempo y la Figura 32 la 
cantidad de rh EGF acumulado para cada tiempo. Como es observado como tendencia 
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Cantidad de rh EGF en ng liberado desde las AgNPs a diferentes tiempos 
 
 Tiempo 
 12 hrs. 24 hrs. 48 hrs. 72 hrs. 
AgNPs 1000 ng EGF 7.77 5.00 5.14 2.33 
AgNPs 2500 ng EGF 11.66 8.32 6.33 0.28 
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Figura 32. Acumulado de rh EGF en ng liberado desde las AgNPs a cada tiempo. 
 
4.4. Evaluación de la actividad antibacterial de AgNPs en interacción con rh EGF 
4.4.1. AgNPs con diferentes cantidades de rh EGF bajo el medio de síntesis 
En la Figura 33 se muestra la densidad óptica a 600 nm (OD600) de Escherichia coli 
en presencia de 50 ug/mL de las Ag NPs puras y en interacción con 1000, 2500 y 4000 
ng de rh EGF desde las 0 hasta las 24 horas. Como se puede observar no hay una 
diferencia de actividad antibacterial significativa contra Escherichia coli entre las 
AgNPs puras y las AgNPs en interacción con 1000 y 2500 ng de rh EGF, sin embargo, 
se denota una disminución de la actividad antibacterial cuando las NPs están cargadas 
con 4000 ng rh EGF. Según lo descrito por Gnanadhas et al. (2013) y Zhao et al. (2011) 
se puede afirmar que la menor actividad antibacterial de las AgNPs 4000 ng EGF es 
debido al mayor recubrimiento del rh EGF sobre las AgNPs, lo que impide la mayor 
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Figura 33. OD600 de Escherichia coli en presencia de AgNPs puras y en interacción con rh EGF. 
 
 
4.4.2. AgNPs con 4000 ng de rh EGF bajo el medio de síntesis y fisiológico 
La Figura 34 muestra la cantidad de Escherichia coli en CFU/mL en presencia de 200 
µg/mL de AgNPs puras y en interacción con 4000 ng de rh EGF bajo medio de síntesis 
y en presencia de 200 µg/mL de AgNPs puras y en interacción con 4000 ng de rh EGF 
después de 72 horas bajo medio fisiológico. Como se observa, bajo el medio de síntesis 
hay disminución de la actividad antibacterial cuando las AgNPs están en presencia del 
polipéptido como lo referido en la sección 4.4.1. (AgNPs en interacción con diferentes 
cantidades de rh EGF).  Las Figuras 35, 36 y 37 muestran las placas de cultivo de E. 
Coli puro, en presencia de AgNPs y en presencia de AgNPs 4000 ng EGF, 
respectivamente. Por otro lado, bajo el medio fisiológico la tendencia es equivalente, 
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Figura 37. Escherichia coli en presencia de 200 µg/mL AgNPs 4000 ng rh EGF bajo  









La evaluación de la interacción entre las AgNPs y el rh EGF confirma la adhesión del 
rh EGF sobre las AgNPs en un porcentaje de eficiencia de carga mayor al 94% e indica 
la mayor estabilización del rh EGF, logrando así una coexistencia entre la actividad 
biológica del polipéptido y la actividad antibacterial de las AgNPs lo que convierte al 
nano compuesto en un candidato potencial para su uso en sistemas que mejoren la 
regeneración de los tejidos epiteliales. En la optimización del proceso de síntesis de las 
AgNPs mediante el método de Frens, la comparación de los valores de longitud de onda 
máxima e intensidad de absorbancia obtenidos a concentraciones de nitrato de plata de 
0.6, 0.8 y 1.0 mM demuestra que para un tiempo de reacción de 20 minutos haciendo 
uso de una concentración de nitrato de plata 1.0 mM se obtuvo una mayor absorbancia 
en relación con una baja distribución de tamaño; la cual además, presentó porcentajes 
de variación durante el proceso de reproducibilidad de la síntesis de 5.55%, 0.71% y 
4.31% para los valores de absorbancia, longitud de onda máxima y FWHM, 
respectivamente. Habiéndose comprobado la reproducibilidad del proceso, se 
demuestra que el tiempo de reacción y concentración de nitrato de plata óptimos fueron 
de 20 minutos y 1.0 mM, respectivamente, obteniéndose AgNPs de 5.8 nm y 68.8 nm 
de forma esférica y cilíndrica. Por otro lado, la comparación de las AgNPs obtenidas 
mediante el método de Frens y el método regular concluye que para el método de Frens 
se obtiene una concentración de AgNPs tres veces mayor que el método de regular, 
además para cada caso se obtuvo valores de potencial zeta de -27.7 ± 0.3 mV para el 
método de Frens y -1.3 ± 0.3 mV para el método regular, indicando la mayor estabilidad 
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de las AgNPs sintetizadas mediante el método de Frens. La evaluación de la interacción 
entre las AgNPs y el BSA como proteína modelo permitió la verificación del protocolo 
establecido para lograr la interacción proteína – nanopartícula, además los análisis 
mediante espectroscopía UV-Vis y DLS establecieron que para una relación molar 
BSA:AgNPs de 0.018 se obtuvo la mayor interacción entre las AgNPs y el BSA con 
ningún cambio presumible en la estructura proteica, aunque mayores estudios sobre la 
proteína son necesarios para verificar la conformación proteica para distintos valores 
de relaciones molares BSA:AgNPs. Además, aunque en base a la revisión bibliográfica, 
en el presente trabajo se propone que los efectos blue shift, red shift y dip and rise 
observados mediante espectroscopía UV-Vis son causados por el desplazamiento del 
citrato llevado a cabo incluso en presencia de pequeñas concentraciones de BSA, las 
cuales no son suficientes para estabilizar a todas las AgNPs lo que resulta en su 
coalescencia; además de plantear la posibilidad de que el cambio de la absorbancia de 
las AgNPs en interacción con BSA sea debido a los cambios del efecto plasmónico en 
la superficie de las NPs, se ha exhibido la falta de una explicación concisa de este 
fenómeno en base a resultados experimentales, abriendo así una oportunidad para el 
estudio profundo de la interacción entre el BSA y las AgNPs en distintos medios y 
haciendo énfasis en los posibles cambios estructurales de la proteína. El estudio de la 
interacción entre las AgNPs con 1000, 2500 y 4000 ng de rh EGF mediante 
espectroscopía UV-Vis demuestra el acoplamiento del rh EGF sobre las AgNPs a través 
de los efectos dip y red shift obtenidos, lo que a su vez es reafirmado mediante TEM y 
muestra que se presenta una mayor aglomeración de rh EGF sobre la superficie de las 
AgNPs a mayores cantidades de rh EGF. Además, debido a que la variación de los 
parámetros no fue significativa las AgNPs en interacción con rh EGF fueron estables 
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hasta 7 días después de su síntesis. Por otro lado, el estudio mediante espectroscopia 
FTIR, indica que a una mayor cantidad de rh EGF en interacción con las AgNPs se 
obtiene una mayor estabilización del bucle-B necesario para la actividad biológica del 
polipéptido y la permanencia de los puentes disulfuros necesarios para la afinidad con 
el EGFR, aunque pruebas a nivel celular son necesarios para la significancia de estos 
resultados. Las pruebas de ELISA, mostraron un porcentaje de eficiencia de carga de 
99.90%, 99.20% y 94.24% de rh EGF sobre las AgNPs para las cantidades de 1000, 
2500 y 4000 ng, respectivamente. La liberación del polipéptido bajo condiciones 
fisiológicas demostró una mayor liberación acumulativa para la muestra AgNPs 4000 
ng EGF. Debido a la mayor interacción con las AgNPs y, por lo tanto, la mayor 
estabilización de la proteína y su mayor tasa de liberación, las AgNPs en interacción 
con 4000 ng de rh EGF son indicadas como la más óptima para ser usada en el 
desarrollo de materiales que puedan ayudar al proceso de regeneración epitelial. Por 
último, los ensayos antibacteriales contra Escherichia coli mediante OD600 en el medio 
de síntesis demuestran la permanencia de la actividad antibacterial de los 50 ug/mL 
AgNPs en presencia de los 4000 ng de rh EGF, aunque en un menor grado que las 
AgNPs puras e interactuando con 1000 y 2500 ng de rh EGF en una concentración de 
50 ug/mL, en las cuales sus poderes antibacteriales son estadísticamente equivalentes. 
Los ensayos antibacteriales contra Escherichia coli mediante el sembrado de la bacteria 
en presencia de 200 µg/mL de AgNPs puras y en interacción con 4000 ng de rh EGF 
bajo el medio fisiológico y de síntesis, demuestra que, aunque hay una disminución del 
poder antibacterial en el medio fisiológico, para ambos casos se mantiene la actividad 
antibacterial para las AgNPs con 4000 ng de rh EGF aunque en menor grado que las 
AgNPs puras.  
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